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Zusammenfassung	
Zytotoxische	 T-Lymphozyten	 (CTL)	 eliminieren	 selektiv	 Virus-infizierte	 Zellen,	indem	 sie	 sie	 anhand	von	viralem	Antigen	 erkennen,	 das	 auf	 deren	Oberfläche	präsentiert	wird.	Eine	Ausnahme	bildet	eine	kürzlich	entdeckte	nicht-kanonische	CTL-Effektorfunktion,	 die	 ohne	 direkte	 Antigenpräsentation	 eine	 selektive	Tötung	 infizierter	Zellen	erreicht.	Hierbei	sekretieren	CTL	Tumornekrosefaktor	(TNF),	welcher	nur	in	infizierten	Hepatozyten	apoptotischen	Zelltod	hervorruft,	während	uninfizierte	Zellen	überleben.	In	dieser	Arbeit	wurden	die	molekularen	Grundlagen	dieser	selektiven	Tötung	Virus-infizierter	Hepatozyten	durch	TNF	an	einem	in-vivo-Mausmodell	adenoviraler	Leberinfektion	untersucht.	Die	 Sensibilisierung	 von	 Hepatozyten	 für	 TNF-vermittelte	 Apoptose	 war	unabhängig	von	klassischer	innater	Immunerkennung	des	Virus	durch	Struktur-erkennungs-Rezeptoren.	 Vielmehr	 rief	 die	 Infektion	 zelluläre	 Stress-Antworten	hervor,	 die	 als	 Auslöser	 von	 mitochondrialer	 Dysfunktion	 bekannt	 sind.	Tatsächlich	wirkte	 sich	die	 Infektion	auf	Mitochondrien	aus,	welche	durch	 ihre	Permeabilisierung	 und	 die	 Ausschüttung	 proapoptotischer	 Faktoren	 essentiell	an	der	Apoptose	in	Hepatozyten	beteiligt	sind:	Mitochondrien	infizierter	Lebern	zeigten	eine	verstärkte	Permeabilisierung	nach	apoptotischer	Stimulation.	Außerdem	 führte	 die	 virale	 Infektion	 zu	 einer	 drastischen	Veränderung	 in	 der	proximalen	 TNF-Rezeptor	 1	 (TNFR1)	–	Signaltransduktion:	 Während	 TNF	 in	uninfizierten	 Hepatozyten	 den	 protektiven	 NFκB	 -Signalweg	 aktivierte,	 wurde	nur	 in	 infizierten	 Zellen	 zusätzlich	 die	 Aktivierung	 der	 Initiator-Caspase	8	 und	somit	 die	 Induktion	 des	 apoptotischen	 TNFR1-Signalwegs	 induziert,	 der	 in	Hepatozyten	eine	mitochondriale	Amplifikation	benötigt.	Demnach	 greift	 die	 virale	 Infektion	 durch	 zwei	 Mechanismen	 in	 die	 zelluläre	Apoptose-Regulation	 ein,	 die	 in	 der	 Schädigung	 von	 Mitochondrien	konvergieren.	 Mitochondrien	 stellen	 somit	 die	 zentrale	 Kontrollinstanz	 eines	Zwei-Treffer-Systems	in	der	TNF-vermittelten	hepatozellulären	Apoptose	dar.	Die	TNF-vermittelte	Tötung	virusinfizierter	Hepatozyten	beruht	also	auf	einem	neuen	Prinzip	Zell-intrinsischer	Immunkontrolle,	was	zytotoxischen	T-Lympho-zyten	helfen	kann,	Immunevasionsmechanismen	von	Viren	zu	umgehen.	
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Abstract	
Cytotoxic	T	 lymphocytes	(CTL)	selectively	eliminate	virus-infected	cells	as	 they	recognize	viral	antigen	presented	on	their	cell	surface.	However,	an	exception	is	made	by	a	recently	discovered	non-canonical	effector	function	of	CTL	in	the	liver	that	 selectively	 kills	 virus-infected	 cells	 independent	 of	 direct	 antigen	presentation	by	the	target	cell:	CTL	secrete	tumor	necrosis	 factor	(TNF),	which	induces	 apoptotic	 cell	 death	 in	 infected	 hepatocytes,	 while	 uninfected	 cells	survive.	 In	 this	 doctoral	 thesis	 the	 molecular	 basis	 for	 the	 selective	 killing	 of	virally	infected	hepatocytes	by	TNF	was	investigated	in	an	in	vivo	mouse	model	of	adenoviral	liver	infection.	The	 sensitization	 of	 hepatocytes	 towards	 TNF-mediated	 cell	 death	 was	independent	 of	 classical	 innate	 immune	 sensing	 of	 the	 virus	 by	 pattern	recognition	receptors.	Instead,	viral	infection	triggered	cellular	stress	responses,	which	 are	 known	 to	 induce	 mitochondrial	 dysfunction.	 Indeed,	 infection	 with	adenovirus	affected	mitochondria,	which	are	essentially	 involved	 in	hepatocyte	apoptosis	by	their	permeabilization	and	the	subsequent	release	of	proapoptotic	mediators:	Mitochondria	 of	 infected	 livers	 showed	 an	 increased	 sensitivity	 for	permeabilization	in	response	to	pro-apoptotic	stimuli.	Furthermore,	 viral	 infection	 fundamentally	 modified	 the	 proximal	 TNF	receptor	1	 (TNFR1)-signal	 transduction:	 TNF	 activated	 the	 protective	 NFκB	signaling	 pathway	 in	 uninfected	 as	 well	 as	 in	 infected	 hepatocytes.	 However,	exclusively	 in	 infected	 cells	 TNF	 activated	 initiator	 caspase	8	 thereby	 inducing	the	pro-apoptotic	TNFR1	signaling	pathway,	which	requires	an	amplification	by	the	mitochondria	in	hepatocytes.	Taken	 together	 these	 findings	 show	 that	 viral	 infection	 affects	 the	 cellular	regulation	 of	 apoptosis	 by	 two	 mechanisms	 that	 converge	 in	 damage	 to	 the	mitochondria.	 Mitochondria	 are	 hence	 the	 central	 control	 body	 of	 a	 two-hit	system	in	the	TNF-induced	apoptosis	of	hepatocytes.	The	 TNF-induced	 killing	 of	 virus-infected	 hepatocytes	 is	 therefore	 based	 on	 a	new	 principle	 of	 cell	 intrinsic	 immune	 control,	 which	 helps	 cytotoxic	 T	lymphocytes	to	circumvent	immune	evasion	by	viruses.	
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I. Einleitung	
1. Virale	Hepatitis	Die	 Hauptfunktionen	 der	 Leber	 sind	 der	 Metabolismus,	 die	 Produktion	 von	Proteinen	und	die	Entgiftung	von	toxischen	Abfallprodukten.	Die	Leber	wird	zu	einem	 großen	 Teil	 über	 die	 Pfortader	 durch	 Blut	 vom	 Gastrointestinaltrakt	gespeist,	 das	 reich	 an	 Nährstoffen	 und	 Antigenen	 ist.	 So	 gehört	 auch	 die	Beseitigung	von	Antigenen	aus	dem	Blut	zu	den	Aufgaben	der	Leber.	Dabei	muss	sie	 einerseits	 die	 Elimination	 von	 pathogenen	 Mikroorganismen	 und	 anderer-seits	 tolerogene	 Reaktionen	 auf	 harmlose	 Nahrungsantigene	 gewährleisten	(Knolle	 and	Thimme,	2014).	Diese	Balance	 zwischen	Aktivierung	und	Toleranz	bedarf	 einer	 strikt	 regulierten,	 lokalen	 Immunität	 in	 der	 Leber	 (Knolle	 and	Gerken,	2000).	Das	 tolerogene	Milieu	 in	 der	 Leber	 bedingt	 jedoch	 ihre	 Anfälligkeit	 gegenüber	gut	 angepassten	 Pathogenen	 (Crispe,	 2009;	 Protzer	 et	 al.,	 2012).	 Dazu	 zählen	hepatotrope	 Viren,	 wie	 die	 Hepatitis	B	 und	 C	 Viren	 (HBV	 und	 HCV),	 die	 eine	akute	 Leberentzündung	 (Hepatitis),	 aber	 auch	 persistierende	 Infektionen	verursachen	 können.	 Letztere	 können	 chronische	Hepatitis,	 Leberzirrhose	 und	Leberkrebs	hervorrufen	(Herzer	et	al.,	2007).	Virale	 Hepatitiden	 sind	 durch	 den	 Zelltod	 von	 Hepatozyten,	 den	 Leberpa-renchymzellen,	geprägt.	HBV	und	HCV	sind	jedoch	nicht-zytopathische	Viren	und	somit	nicht	unmittelbar	für	den	Zelltod	von	infizierten	Hepatozyten	verantwort-lich	 (Herzer	 et	 al.,	 2007).	 Stattdessen	 werden	 die	 Leberschädigung	 und	 der	Krankheitsverlauf	 viraler	 Hepatitiden	 durch	 die	 antivirale	 Immunantwort	bestimmt.	
2. Immunabwehr	gegen	virale	Infektionen	der	Leber	Als	erste	 Instanz	 in	einer	 Immunantwort	greifen	zunächst	angeborene	 (innate)	Mechanismen,	die	Viren	unspezifisch	erkennen	und	schnell	eliminieren	können.	Später	setzt	das	adaptive	Immunsystem	ein,	das	Viren	anhand	von	als	Antigenen	
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bezeichneten	 Molekülen	 hochspezifisch	 als	 „fremd“	 erkennt	 und	 darauf	angepasste,	 spezifische	 Reaktionen	 einleitet	 (Guidotti	 and	 Chisari,	 2006;	Rehermann,	2013).	
2.1. Die	Erkennung	des	Virus	Durch	die	Erkennung	viraler	Produkte	in	infizierten	Zellen	werden	frühe	innate	Abwehrmechanismen	 in	 Gang	 gesetzt,	 die	 eine	 Ausbreitung	 des	 Virus	unterbinden	 sollen.	 Diese	 Abwehrmechanismen	 umfassen	 die	 Induktion	 von	Zelltod	 zur	Beseitigung	 der	 infizierten	 Zelle	mitsamt	 des	Virus,	 die	 Produktion	antiviraler	 Zytokine	 (lokal	 wirksame,	 extrazelluläre	 Botenstoffe)	 zur	 nicht-zytopathischen	 Hemmung	 der	 viralen	 Replikation	 oder	 die	 Induktion	 von	Effektorfunktionen	der	Zellen	des	innaten	Immunsystems	(Guidotti	and	Chisari,	2006).		Für	 ihre	 Replikation	 gebrauchen	 Viren	 zelluläre	Maschinerien	 und	 Ressourcen	(He,	2006).	Dabei	kommt	es	in	den	Wirtszellen	zu	einer	massiven	Anreicherung	von	viralen	Produkten	wie	Proteinen,	Nukleinsäuren	und	viralen	Partikeln,	was	die	 zelluläre	 Homöostase	 stört.	 Die	 Zellen	 reagieren	 darauf	mit	 der	 Einleitung	von	Stress-Antworten,	die	auf	eine	Wiederherstellung	der	Homöostase	abzielen.	Wenn	 dies	 allerdings	 nicht	 möglich	 ist,	 mündet	 Stress	 in	 der	 Induktion	 von	Zelltod	 (Galluzzi	et	al.,	2014).	Auf	diese	Weise	können	Viren	direkt	den	Zelltod	der	infizierten	Zelle	hervorrufen	(Everett	and	McFadden,	1999).		Viren	 können	 jedoch	 auch	 anhand	 von	 hochkonservierten	 viralen	 Strukturen	erkannt	 werden,	 die	 als	 Pathogen-assoziierte	 molekulare	 Strukturen	 (PAMP1)	bezeichnet	 werden.	 Zu	 diesen	 PAMP	 gehören	 beispielsweise	 (Glyko-)	 Proteine	auf	 der	 Virusoberfläche	 und	 virale	 Nukleinsäuren,	 die	 zytosolisch	 vorliegen.	Diese	 PAMP	 werden	 von	 den	 sogenannten	 Strukturerkennungsrezeptoren	(PRR2),	 innaten	 Immunrezeptoren,	 detektiert.	 Die	 PRR	 können	 in	 membran-gebundene	Toll-like-Rezeptoren	(TLR)	und	zytosolische	Nukleinsäure-Sensoren	unterteilt	werden	(Thompson	et	al.,	2011).																																																									1	engl.:	pathogen	associated	molecular	pattern	2	engl.:	pattern	recognition	receptor	
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TLR	werden	 vorrangig	 von	 Immunzellen	 (Wu	 and	 Chen,	 2014),	 aber	 auch	 von	Hepatozyten	 exprimiert.	 Sie	 sind	 in	 der	 Plasma-	 oder	 endosomalen	 Membran	lokalisiert	 und	 können	 so	 extrazelluläre	 und	 endozytierte	 virale	 Produkte	erkennen	(Broering	et	al.,	2011;	Iwasaki,	2012).	Die	 zytosolischen	 Nukleinsäure-Sensoren	 hingegen	 werden	 von	 fast	 allen	Zelltypen	exprimiert.	Zu	ihnen	gehören	die	RIG-I3-like-Rezeptoren,	wie	RIG-I	und	MDA54,	 welche	 virale	 RNA	 erkennen.	 Virale	 DNA	wird	 von	 den	 Nukleinsäure-Sensoren	STING5	und	NLRP36	detektiert	 (Thompson	et	al.,	2011;	Wu	and	Chen,	2014).	Die	 Stimulation	 von	 Strukturerkennungsrezeptoren	 führt	 im	Wesentlichen	 zur	Aktivierung	 von	 drei	 verschiedenen	 Signalwegen:	 (1)	 Die	 Aktivierung	 des	Transkriptionsfaktors	 NFκB7,	 welcher	 zur	 Induktion	 von	 inflammatorischen	Zytokinen	wie	TNF	und	Interleukin-6	(IL-6)	führt	(Broering	et	al.,	2011).	(2)	Die	Produktion	und	Sezernierung	von	Typ-I	Interferonen	(IFNα	und	β),	welche	über	den	IFNα-Rezeptor	(IFNAR)	gebunden	werden	und	durch	die	Transkription	IFN-stimulierter	 Gene	 einen	 antiviralen	 Status	 der	 Zelle	 auslösen	 (Schneider	 et	 al.,	2014).	 (3)	Die	Aktivierung	des	 Inflammasoms,	 eines	Multiproteinkomplexes,	 in	dem	 die	 Protease	 Caspase	1	 aktiviert	 wird.	 Diese	 ermöglicht	 wiederum	 die	Reifung	der	inflammatorischen	Zytokine	IL-1ß	und	IL-18	(Wu	and	Chen,	2014).		Insgesamt	 hat	 die	 Stimulation	 von	 Strukturerkennungsrezeptoren	 (PRR)	 also	antivirale,	inflammatorische	und	auch	immunstimulatorische	Auswirkungen.	Denn	 durch	 PRR-Stimulation	 und	 Produktion	 inflammatorischer	 Zytokine	werden	 Zellen	 des	 innaten	 Immunsystems	 aktiviert	 und	 rekrutiert.	 Dazu	gehören	 auch	 Antigen-präsentierende	 Zellen	 (APC8),	 deren	 Aktivierung	 durch	PRR-Stimulation	 benötigt	 wird,	 um	 eine	 adaptive	 Immunantwort	 in	 Gang	 zu	setzen.	 Dabei	 präsentieren	 die	 APC	 Antigene	 über	 MHC9	I	 und	II	 Moleküle	 an	Zellen	des	adaptiven	Immunsystems,	um	diese	zu	aktivieren.																																																									3	engl.:	retinoic	acid	inducible	gene	I	4	engl.:	melanoma	differentiation	antigen	5	5	engl.:	stimulator	of	interferon	genes	6	engl.:	NACHT,	LRR	and	PYD	domains-containing	protein	3	7	engl.:	nuclear	factor	kappa-light-chain-enhancer	of	activated	B	cells	8	engl.:	antigen	presenting	cell	9	engl.:	major	histocompatibility	complex	
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2.2. Antivirale	 Effektorfunktionen	 zytotoxischer	 T-Lympho-
zyten	(CTL)	Die	zentrale	Funktion	in	der	Eliminierung	hepatotroper	Viren	haben	virusspezi-fische	zytotoxische	T-Lymphozyten	(CTL10),	CD8-positive	T-Zellen	des	adaptiven	Immunsystems.	 Sie	 können	 durch	 verschiedene	 Effektorfunktionen	 zur	Bekämpfung	der	Viren	beitragen,	wobei	man	nicht-zytolytische	Effektorfunktio-nen,	 bei	 denen	 das	 Virus	 aus	 der	 lebenden	 Zielzelle	 eliminiert	 wird,	 von	zytotoxischen	Effektorfunktionen,	bei	denen	die	infizierte	Zielzelle	getötet	wird,	unterscheidet.	 Durch	 die	 Tötung	 infizierter	 Zellen	 im	 Rahmen	 ihrer	 zytotoxi-schen	 Effektorfunktionen	 bestimmen	 die	 CTL	 weitestgehend	 das	 Maß	 der	Leberschädigung	 und	 den	 Krankheitsverlauf	 der	 viralen	 Hepatitis	 (Knolle	 and	Thimme,	2014;	Rehermann,	2013).	Die	 nicht-zytolytische	 Bekämpfung	 von	 Viren	 durch	 CTL	 erfolgt	 durch	 die	Produktion	 von	 Zytokinen,	wie	 IFN-γ,	welche	 die	 Replikation	 des	 Virus	 in	 den	Hepatozyten	hemmen	(Gilles	et	al.,	1992;	Guidotti	and	Chisari,	2001;	Guidotti	et	al.,	 1996).	 Zusätzlich	 können	 diese	 inflammatorischen	 Zytokine	 wiederum	 die	Rekrutierung	 und	 Aktivierung	 von	 anderen	 Immunzellen	 wie	 Neutrophilen,	Makrophagen,	Dendritischen	Zellen	und	NK11-Zellen	bewirken	und	so	sekundär	zu	einer	Verstärkung	der	Leberschädigung	beitragen	(Guidotti	and	Chisari,	2006;	Kakimi	et	al.,	2001).	Zu	 den	 zytotoxischen	 Effektorfunktionen	 der	 CTL	 gehört	 die	 Einleitung	 von	Todessignalen	 in	 der	 infizierten	 Zelle	 durch	 eine	 Interaktion	 von	 Fas	Ligand	(FasL),	welches	auf	der	Oberfläche	der	CTL	exprimiert	wird,	mit	dem	Todesre-zeptor	 Fas	 auf	 der	 infizierten	 Zelle	 (Chavez-Galan	 et	 al.,	 2009;	 Lowin	 et	 al.,	1994b).	 Dabei	 kann	 die	 Fas-Expression	 auf	 den	 Zielzellen	 durch	 IFN-γ	 sogar	gesteigert	 werden	 (Andersen	 et	 al.,	 2006),	 sodass	 die	 verschiedenen	 CTL-Effektorfunktionen	auch	ineinandergreifen.	Eine	 weitere	 zytotoxische	 CTL-Effektorfunktion	 ist	 die	 Ausschüttung	 von	Perforin-	 und	 Granzym-enthaltenden	 Granula.	 Diese	 Effektormoleküle	 werden	von	 der	 Zielzelle	 aufgenommen	 und	 können	 eine	 Induktion	 von	 Caspase12-																																																								10	engl.:	cytotoxic	T	cell	11	engl.:	natural	killer	12	engl.:	cysteinyl	aspartic	acid	protease	
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abhängigem	 und	 -unabhängigem	 Zelltod	 in	 den	 Zielzellen	 bewirken	 (Chavez-Galan	et	al.,	2009;	Lowin	et	al.,	1994a).	Um	 jedoch	 eine	 zielgerichtete,	 spezifische	 Zytotoxizität	 zu	 gewährleisten,	erfordern	die	bisher	genannten	zytotoxischen	Effektorfunktionen	einen	direkten	Zellkontakt	 der	 CTL	 mit	 der	 infizierten	 Zielzelle.	 Dabei	 wird	 virales	 Antigen	 -	präsentiert	 auf	 MHC	I-Molekülen	 -	 durch	 den	 T-Zell-Rezeptor	 (TCR13)	 erkannt	(Bossi	et	al.,	2002).	Daneben	existiert	aber	auch	eine	nicht-kanonische	zytotoxische	Effektorfunktion	von	CTL	 in	experimenteller	viraler	Hepatitis,	 die	unabhängig	vom	Kontakt	und	direkter	Antigenpräsentation	der	Zielzelle	ist.	Stattdessen	erfolgt	die	Aktivierung	der	CTL	mittels	Kreuzpräsentation	von	Antigenen	infizierter	Hepatozyten	durch	sinusoidale	 Endothelzellen	 der	 Leber	 (LSEC14).	 Trotzdem	 erreicht	 dieser	Mechanismus	 eine	 Spezifität	 für	 infizierte	 Zielzellen:	 Die	 CTL	 schütten	 große	Mengen	 an	 des	 Zytokins	 Tumornekrosefaktor	 (TNF)	 aus,	 welches	 selektiv	 in	infizierten	 Hepatozyten	 Zelltod	 induziert,	 während	 die	 uninfizierten	 Zellen	geschützt	 sind.	 Dieser	 nicht-kanonische	 Mechanismus	 steuert	 40%	 zu	 der	zytotoxischen	CTL-Effektorfunktion	bei	(Wohlleber	et	al.,	2012).	
3. Formen	des	Zelltods	Man	unterscheidet	die	Formen	des	Zelltods,	die	reguliert	stattfinden,	von	einem	Zelltod,	 der	 durch	 unkontrollierte	 Zerstörung	 der	 Zelle	 auftritt.	 Der	 regulierte	Zelltod	 (RCD15)	 involviert	einen	zellulären,	molekularen	Apparat.	 Im	Gegensatz	dazu	wird	der	unkontrollierte	Zelltod	(ACD16)	exogen	durch	massive	physikali-sche,	chemische	oder	mechanische	Stimuli	bewirkt	(Galluzzi	et	al.,	2015).	Ursprünglich	 hat	man	 diese	 zwei	 Formen	 des	 Zelltods	 durch	 ihre	morphologi-schen	Manifestationen	unterschieden.	So	wurde	der	RCD	durch	das	morphologi-sche	 Bild	 der	 Apoptose	 charakterisiert,	 zu	 dem	 die	 Kondensation	 der	 DNA	(Pyknosis),	die	Fragmentierung	des	Nukleus	(Karyorhexis),	die	Abschnürung	von	Plasmamembranvesikeln	und	ihre	Aufnahme	durch	Phagozyten	gehört.	Der	ACD																																																									13	engl.:	T	cell	receptor	14	engl.:	liver	sinusoidal	endothelial	cell	15	engl.:	regulated	cell	death	16	engl.:	accidental	cell	death	
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hingegen	 wurde	 durch	 das	 morphologische	 Erscheinungsbild	 der	 Nekrose	beschrieben,	 die	 durch	 das	 Anschwellen	 der	 Zelle	 (Oncosis),	 den	 Verlust	 der	Plasmamembran-Integrität	 und	der	Ausschüttung	 zellulären	 Inhalts	 geprägt	 ist	(Galluzzi	et	al.,	2007;	Kerr	et	al.,	1972;	Taylor	et	al.,	2008).	Heutzutage	 stützt	 man	 sich	 bei	 der	 Klassifikation	 von	 Zelltodformen	 auf	molekulare	 Parameter	 (Galluzzi	 et	 al.,	 2012b),	 da	 es	 viele	 verschiedene	Mechanismen	 mit	 Überschneidungen	 zwischen	 den	 morphologischen	 Ausprä-gungen	gibt	und	es	durch	Manipulation	zum	Übergang	einer	Zelltodform	in	eine	andere	kommen	kann	(Galluzzi	et	al.,	2015).	Die	nach	biochemischer	Klassifikation	geläufigste	Form	des	regulierten	Zelltods	ist	 die	 Apoptose,	 die	 auch	 dem	morphologischen	 Erscheinungsbild	 „Apoptose“	entspricht.	Im	Gegensatz	dazu	geht	die	regulierte	Nekrose	mit	dem	morphologi-schen	 Bild	 der	 Nekrose	 oder	 einer	 Mischform	 einher	 (Galluzzi	 et	 al.,	 2015).	Hinsichtlich	ihrer	molekularen	Maschinerie	ist	die	regulierte	Nekrose	mannigfal-tig	(Vanden	Berghe	et	al.,	2014).	So	gehört	zu	ihr	unter	anderem	die	mitochond-riale	 Permeabilitäts-Transition	 (mPT)-vermittelte	 regulierte	 Nekrose,	 die	 mit	einer	bioenergetischen	Krise	in	Folge	der	Permeabilisierung	von	Mitochondrien	verbunden	ist	(Nakagawa	et	al.,	2005),	die	Pyroptose,	die	durch	eine	Aktivierung	inflammatorischer	 Caspasen	 im	 Inflammasom	 getriggert	 wird	 (Lamkanfi	 and	Dixit,	2014),	und	die	bekannteste	Form	der	regulierten	Nekrose,	die	Nekroptose.	Die	 Nekroptose	 wird	 durch	 einen	 als	 Nekrosom	 bezeichneten	 Proteinkomplex	initiiert,	 der	 sich	 nur	 unter	 gewissen	 Bedingungen	 nach	 der	 Stimulation	 von	Todesrezeptoren	bildet	(Chan	et	al.,	2015).	
3.1. Apoptose	Die	 Ausführung	 der	 Apoptose	 wird	 durch	 Enzyme	 der	 Caspasen-Familie	katalysiert.	 Caspasen	 (englisch:	 cysteinyl	 aspartat	 -specific	 protease)	 sind	Cystein-Proteasen,	 die	 nach	 bestimmten	 Aspartyl-Resten	 innerhalb	 von	Proteinen	schneiden.	Sie	werden	als	Proenzyme	produziert	und	durch	Spaltung	aktiviert	 (Stennicke	 and	 Salvesen,	 1998).	 Procaspasen	 können	 entweder	 nach	Rekrutierung	an	Adaptermoleküle	 autokatalytisch	 aktiviert	werden	 (Shi,	 2004)	oder	 durch	 andere	 Caspasen	 gespalten	 und	 somit	 transaktiviert	 werden.	Dadurch	ergibt	sich	eine	Caspasen-Kaskade,	in	der	auf	die	Rekrutierungsaktivie-
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rung	 von	 Intitiator-Caspasen	 die	 Transaktivierung	 von	 Effektor-Caspasen	 folgt	(Nicholson,	1999).	Bei	 der	 Aktivierung	 der	 Initiator-Caspasen,	 das	 sind	 die	 Caspasen	8,	 10	 und	 9,	unterscheidet	 man	 zwischen	 dem	 extrinsischen	 Apoptose-Weg,	 der	 durch	externe	Stimulation	von	Todesrezeptoren	ausgelöst	wird,	und	dem	intrinsischen	Apoptose-Weg,	 der	 durch	 intrazelluläre	 Signale	 unter	 mitochondrialer	Beteiligung	 eingeleitet	 wird	 (Abbildung	I).	 Beide	 Signalwege	 münden	schließlich	 in	die	Spaltung	und	Aktivierung	der	Effektor-Caspasen	und	somit	 in	die	Ausführung	des	apoptotischen	Zelltods.		
		
Abbildung		I:	Schematische	Darstellung	der	Apoptose-Signalwege.	
	Nach	 ihrer	 Aktivierung	 durch	 die	 Initiator-Caspasen		 spalten	 die	 Effektor-Caspasen	 3,	 6	 und	 7	 Schlüsselproteine	 für	 die	 zelluläre	 Homöostase	 und	 das	Überleben,	 wie	 Strukturproteine,	 Signalproteine	 und	 DNA-Reparaturproteine	(Luthi	and	Martin,	2007;	Nicholson	and	Thornberry,	1997).	Dazu	gehört	auch	die	
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Polymerase	PARP17,	 deren	 Spaltung	häufig	 als	 Indikator	 für	 Caspasen-Aktivität	nachgewiesen	wird	(Wang	et	al.,	2008).	Letztendlich	bewirken	Caspasen	so	den	Rückbau	von	zellulären	Strukturen	und	Organellen	 zu	 apoptotischen	 Vesikeln.	 Diese	 Vesikel	 werden	 schließlich	 durch	Phagozytose	entsorgt,	 indem	entsprechende	Signale,	wie	Phosphatidylserin,	auf	der	 Oberfläche	 der	 apoptotischen	 Zellen	 bzw.	 Vesikel	 dargeboten	 werden	(Taylor	et	al.,	2008).	
3.1.1. Extrinsischer	Apoptose-Signalweg	Der	extrinsische	Apoptose-Signalweg,	einer	der	Signalwege	zur	Aktivierung	von	Initiator-Caspasen,	 ist	 unter	 anderem	 wichtig	 für	 die	 Homöostase	 und	Effektorfunktionen	 des	 Immunsystems	 (Andersen	 et	 al.,	 2006;	 Jackson	 et	 al.,	1999).	Er	 wird	 durch	 extrazelluläre	 zytotoxische	 Signale	 eingeleitet,	 die	 über	 die	Aktivierung	von	Todesrezeptoren	auf	der	Zelloberfläche	wirken	(Abbildung	I).	Diese	Rezeptoren	 gehören	 zur	Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie	 und	zeichnen	 sich	 durch	 eine	 konservierte	 zytoplasmatische	 Protein-Domäne,	 die	Todesdomäne	(DD18),	aus	(Ashkenazi	and	Dixit,	1998;	Tartaglia	et	al.,	1993).	Zu	den	 Todesrezeptoren	 gehören	 beispielsweise	 Fas,	 Tumornekrosefaktor-Rezeptor	1	(TNFR1),	Death	Receptor	3	und	TRAIL19-Rezeptor	1/2.	Ihre	Liganden	sind	 Zytokine	 der	 TNF-Proteinfamilie,	 wie	 FasL,	 TNF,	 TWEAK20,	 TL1A21	und	TRAIL.	Durch	die	Bindung	eines	solchen	trimeren	Liganden	kommt	es	an	der	DD	des	 trimerisierten	 Todesrezeptors	 zur	 Rekrutierung	 der	 DD	 enthaltenden	Adaptermoleküle	 FADD22	bzw.	 TRADD23	(Wilson	 et	 al.,	 2009).	 Diese	 dienen	daraufhin	 als	 Plattform	 zur	 Bildung	 eines	 Multiproteinkomplexes	 (Rezeptor-komplex),	der	sich	je	nach	zellulärem	Kontext	und	nach	Todesrezeptor	in	seiner	Zusammensetzung	unterscheiden	kann.	 Im	proapoptotischen	Rezeptorkomplex,	
																																																								17	engl.:	poly	(ADP-ribose)	polymerase	18	engl.:	death	domain	19	engl.:	TNF-related	apoptosis-inducing	ligand	20	engl.:	TNF-like	weak	inducer	of	apoptosis	21	engl.:	TNF-like	ligand	1A	22	engl.:	Fas	associated	DD	23	engl.:	TNFR	associated	DD	
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genannt	 DISC24	(Kischkel	 et	 al.,	 1995),	 kommt	 es	 nach	 Rekrutierung	 der	Initiator-Caspasen	8/10	 über	 Protein-Domänen,	 die	 als	 DED 25 	bezeichnet	werden,	zu	ihrer	autokatalytischen	Aktivierung	(Medema	et	al.,	1997;	Wilson	et	al.,	2009).	In	manchen	Zelltypen,	wie	T-Lymphozyten,	 kann	über	 Caspase	8/10	direkt	 die	Aktivierung	 der	 Effektor-Caspasen	 erfolgen.	 Sie	 werden	 Typ	I-Zellen	 genannt.	Davon	zu	unterscheiden	sind	die	Typ	II-Zellen,	wie	Hepatozyten	und	die	ß-Zellen	der	Pankreas	(McKenzie	et	al.,	2008;	Yin	et	al.,	1999),	 in	denen	eine	Amplifika-tion	 des	 extrinsischen	 Apoptose-Signals	 über	 den	 intrinsischen	 Apoptose-Signalweg	 notwendig	 ist	 (Scaffidi	 et	 al.,	 1998).	 Somit	 ergibt	 sich	 hier	 eine	Verlinkung	zwischen	extrinsischem	und	intrinsischem	Apoptose-Signalweg.	
3.1.2. Intrinsischer	Apoptose-Signalweg	Im	intrinsischen	Apoptose-Signalweg	hat	das	Mitochondrium	eine	Schlüsselposi-tion	 (Abbildung	I).	 Hier	 werden	 intrazelluläre	 Signale	 aus	 verschiedenen	subzellulären	 Kompartimenten	 integriert	 (Galluzzi	 et	 al.,	 2014).	 Bei	 massivem	Überwiegen	 von	 Stress-Signalen	 wird	 -	 reguliert	 durch	 Proteine	 der	 Bcl26-2-Familie	-	die	Permeabilisierung	der	Mitochondrienmembran	veranlasst.	Dadurch	kommt	es	zur	Ausschüttung	proapototischer	Proteine	aus	dem	mitochondrialen	Intermembranraum	in	das	Zytoplasma,	was	ihnen	erst	erlaubt,	ihre	proapoptoti-schen	Funktionen	auszuführen.	Zu	diesen	Proteinen	gehören	Cytochrom	C,	SMAC	und	 HtrA2,	 welche	 eine	 Caspasenaktivierung	 fördern	 (Kroemer	 et	 al.,	 2007).	Cytochrom	C	 bildet	 dafür	 ATP-abhängig	 zusammen	 mit	 APAF-1 27 	einen	heptameren	 Komplex,	 das	 Apoptosom,	 welches	 durch	 die	 Bindung	 und	Oligomerisierung	 der	 Initiator-Caspase	9	 als	 deren	 Aktivierungsplattform	fungiert	(Jiang	and	Wang,	2004;	Li	et	al.,	1997;	Zou	et	al.,	1999).	Die	so	aktivierte	Caspase	9	kann	anschließend	die	Effektor-Caspasen	3,	6	und	7	aktivieren	(Green	and	Reed,	1998).	Die	 zusammen	 mit	 Cytochrom	C	 freigesetzten	 Mediatoren	 SMAC	 und	 HtrA2	spielen	eine	indirekte	Rolle	in	der	Caspasen-Aktivierung,	indem	sie	Proteine	der																																																									24	engl.:	death-inducing	signaling	complex	25	engl.:	death	effector	domain	26	engl.:	B-cell	lymphoma	27	engl.:	apoptotic	peptidase	activating	factor	1	
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IAP28-Familie	inhibieren	(Verhagen	et	al.,	2000;	Verhagen	et	al.,	2002).	Zu	dieser	Familie	 zählt	 das	 X-linked	IAP	 (XIAP),	 welches	 Caspasen	 direkt	 hemmen	 kann	(Scott	 et	 al.,	 2005;	 Shiozaki	 et	 al.,	 2003).	 Andere	 IAPs,	 cIAP291	 und	 cIAP2,	beeinflussen	 die	 Entscheidung	 zwischen	 der	 Einleitung	 von	 Apoptose	 oder	Überlebenssignalwegen	 nach	 Stimulation	 des	 Todesrezeptors	 TNFR1	(Varfolomeev	et	al.,	2008).	Neben	 der	 Induktion	 durch	 intrazellulären	 Stress	 kann	 der	 intrinsische	Apoptose-Signalweg	außerdem	als	Route	der	Granzym-B-aktivierten	Apoptose	-	einer	 zytotoxischen	 Effektorfunktion	 von	 CTL	 -	 und	 zur	 Amplifikation	 des	extrinsischen	 Apoptose-Signalwegs	 dienen.	 Dabei	 können	 Granzym-B	 bzw.	aktivierte	 Caspase	8	 aus	 dem	 extrinsischen	 Signalweg	 das	 Bcl-2	 Protein	 Bid30	spalten	 und	 dadurch	 die	 Permeabilisierung	 der	 Mitochondrien	 in	 Gang	 setzen	(Barry	et	al.,	2000;	Luo	et	al.,	1998;	Scaffidi	et	al.,	1998).	Wie	bereits	erwähnt,	ist	dieser	 Prozess	 ist	 nach	 extrinsischer	 Einleitung	 der	 Apoptose	 in	 bestimmten	Zelltypen,	 den	 Typ	II-Zellen,	 essentiell	 für	 die	 erfolgreiche	 Aktivierung	 von	Effektor-Caspasen.	Mechanistisch	wird	diese	Notwendigkeit	einer	mitochondria-len	 Beteiligung	 in	 den	 Typ	II-Zellen	 mit	 einer	 Inhibition	 der	 Caspasen	 durch	große	 Mengen	 an	 XIAP	 erklärt.	 Erst	 durch	 eine	 Hemmung	 des	 Caspasen-Inhibitors	XIAP	mittels	mitochondrial	ausgeschüttetem	SMAC	und	HtrA2	kann	in	den	Typ	II-Zellen	die	Caspasen-Kaskade	stattfinden	(Jost	et	al.,	2009).	
4. Mitochondrien	Mitochondrien	 sind	 hoch	 strukturierte	 Organellen	 von	 runder	 bis	 ovaler	 oder	tubulärer	 Form,	 die	 durch	 ständige	 Fusionen	 und	 Teilungen	 ein	 dynamisches	Netzwerk	 in	 der	 Zelle	 bilden	 (Detmer	 and	 Chan,	 2007).	 Sie	 sind	 von	 einer	Doppelmembran	 umgeben,	 bei	 der	 man	 die	 äußere	 Mitochondrienmembran	(OMM31)	 von	 der	 inneren	 Mitochondrienmembran	 (IMM),	 die	 zu	 sogenannten	Cristae	 aufgefaltet	 ist,	 unterscheidet.	 Während	 die	 OMM	 frei	 permeabel	 für	Metaboliten,	aber	nicht	für	Proteine	ist,	ist	die	IMM	impermeabel	und	weitestge-																																																								28	engl.:	inbitor	of	apoptosis	protein	29	engl.:	cellular	IAP	30	engl.:	BH3	interacting	domain	death	agonist	31	engl.:	outer	mitochondrial	membrane	
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hend	undurchlässig	 für	 Ionen	und	Wasser.	Zwischen	diesen	Membranen	ergibt	sich	ein	Raum,	der	als	Intermembranraum	(IMS32)	bezeichnet	wird,	während	der	Raum	 innerhalb	 der	 IMM	Matrix	 genannt	 wird	 (Kroemer	 et	 al.,	 2007).	 Dieses	Membransystem	ist	essentiell	 für	zwei	wichtige	Funktionen	der	Mitochondrien.	Dies	 ist	 einerseits	 die	 Atmung	 und	 die	 oxidative	 Phosphorylierung,	 die	 an	 der	inneren	Membran	stattfinden,	und	andererseits	die	regulierte	Permeabilisierung	mitochondrialer	 Membranen,	 die	 den	 funktionellen	 Zusammenbruch	 der	Organellen	 und	 darüber	 hinaus	 auch	 Caspasen-abhängigen	 und	 -unabhängigen	Zelltod	zur	Folge	haben	kann	(Galluzzi	et	al.,	2012a).	
4.1. Die	Rolle	von	Mitochondrien	im	Zelltod	Die	 Entscheidung,	 ob	 eine	 Zelle	 ein	 Todesprogramm	 initiiert	 oder	 nicht,	 muss	strikt	reguliert	sein.	Deshalb	laufen	Signale	über	den	Status	der	Zelle,	insbeson-dere	 Stress-Signale,	 von	 unterschiedlichen	 subzellulären	 Lokalisationen	 am	Mitochondrium	 zusammen	 (Galluzzi	 et	 al.,	 2014).	 Zusätzlich	 können	 auch	extrinsische	 Signale	 mit	 einfließen.	 Dabei	 fungieren	 Mitochondrien	 als	Kontrollzentrum	 zur	 Entscheidung	 über	 das	 Schicksal	 der	 Zelle:	 Wenn	 die	Homöostase	nicht	durch	adaptive	Prozesse	wiederhergestellt	werden	kann	und	die	 Stress-	 und	Gefahrensignale	 überwiegen,	werden	 sie	 am	Mitochondrium	 in	Todessignale	umgesetzt	(Galluzzi	et	al.,	2012a).	Dies	manifestiert	sich	in	der	als	MOMP33	bezeichneten	 Permeabilisierung	 der	 OMM.	 MOMP	 kann	 auf	 zweierlei	Wegen	 ausgeführt	werden,	 die	 in	 den	 folgenden	Kapiteln	 genauer	 beschrieben	werden.	 Dies	 ist	 einerseits	 eine	 Bildung	 von	 Kanälen	 in	 der	 OMM,	 oder	andererseits	eine	Öffnung	von	Poren	in	der	IMM,	die	durch	osmotisch	bedingtes	Anschwellen	der	Mitochondrien	eine	Ruptur	der	OMM	hervorrufen	(Hunter	and	Haworth,	1979;	Pavlov	et	al.,	2001;	Ryu	et	al.,	2010).	Durch	 die	 Permeabilisierung	 der	 OMM	 kommt	 es	 zur	 Ausschüttung	 von	proapoptotischen	Mediatoren	aus	dem	IMS,	wie	Cytochrom	C,	SMAC	und	HtrA2,	die	eine	Caspasen-Aktivierung	bewirken.	Zusätzlich	kann	so	aber	auch	Caspasen-unabhängiger	 Zelltod,	 regulierte	 Nekrose,	 eingeleitet	 werden.	 Dies	 geschieht	
																																																								32	engl.:	intermembrane	space	33	engl.:	mitochondrial	outer	membrane	permeabilization	
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entweder	durch	die	Ausschüttung	von	Faktoren,	wie	AIF34	und	Endonuklease	G,	aus	dem	IMS	(Li	et	al.,	2001;	Susin	et	al.,	1999)	oder	dem	irreversiblen	Verlust	der	 bioenergetischen	 Funktion	 der	 Mitochondrien,	 die	 von	 der	 Integrität	 der	IMM	abhängt	(Kroemer	et	al.,	2007).	Somit	sind	Mitochondrien	an	der	Exekution	von	 verschiedenen	 Formen	 des	 Zelltods	 beteiligt,	 an	 der	 intrinsischen	 und	 in	Typ	II-Zellen	 an	 der	 extrinsischen	 Apoptose,	 sowie	 an	 Formen	 der	 regulierten	Nekrose.	
4.1.1. Bcl-2-Proteine	 kontrollieren	 die	 Permeabilisierung	 der	 Mitochon-
drien	 über	 die	 Regulation	 und	 Bildung	 von	 Poren	 in	 der	 äußeren	
Membran.	Die	Permeabilisierung	der	Mitochondrien	durch	Kanäle	in	der	OMM	wird	durch	Proteine	 der	 Bcl-2-Familie	 kontrolliert.	 Dabei	 interagieren	 Bcl-2-Familien-	Mitglieder	verschiedener	funktioneller	Gruppen	miteinander:	Man	unterscheidet	antiapoptotische	Mitglieder	 von	proapoptotischen	Effektor-	 sowie	 Initiatorpro-teinen	der	Bcl-2-Familie	(Youle	and	Strasser,	2008).		Die	 antiapoptotischen	 Bcl-2-Proteine,	 wie	 Bcl-2,	 Bcl-XL	 und	Mcl-1,	 können	 die	proapoptotischen	 Mitglieder	 binden	 und	 hemmen.	 Dadurch	 wirken	 sie	 einer	Permeabilisierung	 der	 Mitochondrien	 entgegen,	 die	 durch	 die	 aktivierten	proapoptotischen	Effektorproteine	Bax,	Bak	oder	Bok	erfolgen	kann.	Bei	deren	Aktivierung	 kommt	 es	 zu	 Konformationsänderungen	 und	 anschließender	Oligomerisierung	 in	der	OMM	(Basanez	et	al.,	 2012;	Wei	et	 al.,	 2001).	Dadurch	entstehen	 Poren,	 die	 als	 mitochondriale	 Apoptose-induzierte	 Kanäle	 (MAC35)	bezeichnet	werden	(Pavlov	et	al.,	2001;	Ryu	et	al.,	2010).	Die	 Regulation	 der	 Bcl-2-Effektorproteine	 erfolgt	 vor	 allem	 posttranslationell:	Wie	bereits	erwähnt,	werden	sie	einerseits	durch	die	Bindung	von	antiapoptoti-schen	 Bcl-2-Proteinen	 gehemmt.	 Andererseits	 wird	 ihre	 Aktivierung	 von	 den	proapoptotischen	 Initiatorproteinen,	wie	 Bid	 und	 Bim,	 	 kontrolliert.	 Dies	 kann	entweder	 direkt	 oder	 aber	 indirekt	 über	 Bindung	 und	 Neutralisierung	 der	antiapoptotischen	Bcl-2-Proteine	geschehen	(Willis	et	al.,	2007;	Youle,	2007).	
																																																								34	engl.:	apoptosis	inducing	factor	35	engl.:	mitochondrial	apoptosis-induced	channel	
I.	Einleitung		
	 15	
Die	 proapoptotischen	 Initiatorproteine	 selbst	 unterliegen	 transkriptioneller,	translationeller	 und	 posttranslationeller	 Kontrolle.	 So	 werden	 sie	 durch	Transkriptionsfaktoren	und	micro-RNAs	in	ihrer	Expression	reguliert	und	durch	Phosphorylierung,	 Proteolyse	 und	 Sequestrierung	 in	 ihrer	 Verfügbarkeit	 und	Aktivität	 kontrolliert	 (Happo	 et	 al.,	 2012).	 Bid	 wird	 zum	 Beispiel	 erst	 durch	Proteasen,	 wie	 Caspase	8	 oder	 Granzym	B,	 zu	 seiner	 aktiven	 Form	 tBid36	gespalten.	 Auf	 diese	 Weise	 kann	 die	 Bcl-2-vermittelte	 Permeabilisierung	 von	Mitochondrien	neben	vielen	verschiedenen	 intrazellulären	Signalen	auch	durch	extrazelluläre	Signale,	wie	einer	Todesrezeptor-Stimulation,	beeinflusst	werden	(Youle	and	Strasser,	2008).	
4.1.2. Auch	die	mitochondriale	Permeabilitäts-Transition	(mPT)	kann	eine	
Permeabilisierung	von	Mitochondrien	verursachen.	Die	mPT	 beschreibt	 die	 Steigerung	 der	 Durchlässigkeit	 der	 IMM	 für	 Stoffe	mit	einem	Molekulargewicht	mit	bis	zu	1,5	kDa	(Hunter	and	Haworth,	1979).	Als	ihr	strukturelles	 Pendant	 wurde	 die	 Existenz	 einer	 mPT-Pore	 (mPTP)	 postuliert,	deren	 Zusammensetzung	 noch	 nicht	 vollständig	 geklärt	 ist.	 Es	 werden	 jedoch	verschiedene	 Proteine	 als	 strukturelle	 und	 regulatorische	 Schlüsselkomponen-ten	 der	mPTP	 diskutiert	 (Bonora	 et	 al.,	 2015;	 Ong	 et	 al.,	 2015).	 Dazu	 gehören	ANT	und	die	C-Untereinheit	der	ATP-Synthase	in	der	IMM	(Alavian	et	al.,	2014;	Hunter	and	Haworth,	1979;	Kokoszka	et	al.,	2004),	VDAC37	(Baines	et	al.,	2007;	Szabo	and	Zoratti,	1993)	und	der	mitochondriale	Phosphat-Carrier	 in	der	OMM	(Gutierrez-Aguilar	 et	 al.,	 2014;	Leung	et	 al.,	 2008)	und	Cyclophilin	D	 (CypD)	 in	der	 Matrix.	 Die	 Sensitivität	 der	 mPT	 gegenüber	 Cyclosporin	A	 (CsA),	 einem	Inhibitor	von	CypD,	demonstriert	dabei	die	zentrale	Rolle	von	CypD	(Crompton	et	al.,	1988;	Hausenloy	et	al.,	2012;	Nicolli	et	al.,	1996).	Zusätzlich	kann	die	mPTP	durch	 weitere	 nicht	 obligate	 Komponenten	 beeinflusst	 werden,	 wie	 durch	 die	Bcl-2-Proteine	Bax	und	Bak	(Karch	et	al.,	2013).	Die	 Öffnung	 der	 mPTP	 führt	 einerseits	 zum	 Verlust	 des	 mitochondrialen	Membranpotentials	 an	 der	 IMM,	 das	 für	 die	 bioenergetische	 Funktion	 der	Mitochondrien	 essentiell	 ist.	 Dadurch	 kann	 es	 schließlich	 zum	 Mangel	 von																																																									36	engl.:	truncated	Bid	37	engl.:	voltage-depentent	anion	channel	
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Adenosintriphosphat	(ATP),	dem	universellen	Energieträger	der	Zelle,	kommen.	Andererseits	erfolgt	durch	die	mPTP	ein	osmotischer	Einstrom	von	Wasser,	der	zur	 Schwellung	 der	 Matrix	 und	 so	 zum	 Entfalten	 der	 Cristae	 führt,	 was	letztendlich	 eine	 Ruptur	 und	 so	 die	 Permeabilisierung	 der	 OMM	 (MOMP)	 zur	Folge	 hat.	 Somit	 kann	 die	 mPT	 -	 wahrscheinlich	 in	 Abhängigkeit	 der	 ATP-Verfügbarkeit	 -	 regulierte	 Nekrose	 in	 Folge	 einer	 bioenergetischen	 Krise	 oder	Apoptose	durch	die	Ausschüttung	von	 IMS-Proteinen	verursachen	(Bonora	and	Pinton,	2014;	Bonora	et	al.,	2015).	Der	 bekannteste	 Auslöser	 für	 die	 mPT	 ist	 eine	 hohe	 Konzentration	 an	 mito-chondrialem	Calcium	(Ca2+).	Aber	auch	oxidativer	Stress,	Fettsäuren,	Gallensalze	und	 anorganisches	 Phosphat	 gelten	 als	 mPT-Induktoren,	 während	 Mg2+,	 ADP	und	 ein	 geringer	 pH-Wert	 die	 mPT	 negativ	 beeinflussen	 (Bonora	 et	 al.,	 2015;	Karimian,	2012).	Also	wird	die	mPT	über	Stress	wie	Hypoxie	und	Störungen	im	Energiestatus	und	in	der	Ca2+-Homöostase	gesteuert.	
4.1.3. Verschiedene	 zelluläre	 Stress-Signale	 werden	 am	 Mitochondrium	
über	MOMP	integriert.	Die	Permeabilisierung	der	Mitochondrien	(MOMP)	wird	nicht	exklusiv	entweder	durch	MAC-Formation	oder	durch	mPT	hervorgerufen.	Vielmehr	überschneiden	sich	 die	 Regulationsmechanismen	 und	 es	 kann	 sogar	 zu	 einer	 wechselseitigen	Verstärkung	 der	 beiden	 Prozesse	 kommen.	 So	 kann	 Ca2+	 nicht	 nur	 die	 mPTP	induzieren,	 sondern	 auch	 über	 die	 Ca2+-abhängigen	 Enzyme	 Calpain	 und	Calcineurin	 proapoptotische	 Initiator-Proteine	 der	 Bcl-2-Familie	 aktivieren.	Zudem	können	Bcl-2-Proteine	die	Öffnung	der	mPTP	modulieren.	Dies	geschieht	einerseits	 durch	 direkte	 Assoziation	 mit	 der	 mPTP,	 andererseits	 über	 die	Regulation	 der	 Ca2+-Ausschüttung	 aus	 dem	endoplasmatischen	Retikulum	 (ER)	(Ryu	et	al.,	2010;	Scorrano	et	al.,	2003).	Über	die	Ca2+-Homöostase	und	die	verschiedenen	Regulationsmechanismen	der	Bcl-2-Proteine	 laufen	 am	 Mitochondrium	 Signale	 aus	 unterschiedlichen	subzellulären	Kompartimenten	zusammen	und	werden	in	der	Permeabilisierung	der	 mitochondrialen	 Membranen	 integriert.	 Diese	 Signale	 entstammen	 Stress-Antworten	 der	 Zelle,	 Programmen,	 die	 als	 Reaktion	 auf	 Störungen	 der	Homöostase	im	jeweiligen	Kompartiment	gestartet	werden:	
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Zu	 den	 Aufgaben	 des	 endoplasmatischen	 Retikulums	 (ER)	 gehören	 die	Proteinsynthese	und	die	Speicherung	von	Ca2+.	 Zusammen	mit	den	Mitochond-rien	 stellt	das	ER	den	größten	 intrazellulären	Ca2+-Speicher	dar	und	 ist	 für	die	Regulation	 der	 Ca2+-Homöostase	 verantwortlich.	 Dafür	 stehen	 die	 beiden	Organellen	 über	 Mitochondrien-assoziierte	 ER-Membranen	 (MAM)	 in	 engem	Kontakt	 miteinander,	 was	 einen	 schnellen	 Transfer	 von	 Ca2+	 vom	 ER	 zu	 den	Mitochondrien	erlaubt	(Rizzuto	et	al.,	2009).	Die	Akkumulation	un-	oder	 fehlgefalteter	Proteine,	die	bei	der	Proteinsynthese	anfallen,	 oder	 Störungen	 der	 Ca2+-Homöostase	 können	 ER-Stress	 auslösen	(Kroemer	 et	 al.,	 2007),	 auf	 den	 die	 Zelle	mit	 einer	 ER-Stress-Antwort	 reagiert.	Diese	 ist	geprägt	von	einer	Hochregulation	von	Chaperonen	(z.B.	GRP7838),	der	Inhibition	 der	 Translation	 durch	 Phosphorylierung	 von	 eIF2α39	(P-eIF2α)	 und	der	Aktivierung	von	Kinasen	(PERK40)	und	Transkriptionsfaktoren	(z.B.	CHOP41,	alternativ	gespleißtes	XBP142),	die	zusammen	die	Last	an	ungefalteten	Proteinen	im	 ER	 verringern	 sollen	 (Malhi	 and	 Kaufman,	 2011).	 Bei	 anhaltendem	 Stress	kommt	 es	 über	 die	 Transkriptionsfaktoren	 CHOP	 und	 p53	 zur	 Hochregulation	von	proapoptotischen	Bcl-2-Proteinen	(Hetz,	2012;	Oyadomari	and	Mori,	2004;	Puthalakath	et	al.,	2007).	Dementsprechend	 kann	 das	 ER	 sowohl	 über	 eine	 Beeinflussung	 der	 Bcl-2	Proteine	als	auch	über	eine	Ausschüttung	von	Ca2+	aus	den	ER-Speichern	auf	die	Mitochondrien	einwirken	(Kroemer	et	al.,	2007).		Im	Nukleus	wird	durch	Probleme	bei	der	DNA-Replikation	oder	durch	Schäden	in	 der	 DNA	 -	 induziert	 durch	 Strahlung	 und	 oxidative	 Addukte	 -	 eine	 DNA-Schadensantwort	 (DDR43)	 ausgelöst.	 Die	 DDR	 führt	 einen	 Arrest	 in	 DNA-Replikation	 und	 Zellzyklus	 herbei,	 um	 eine	 DNA-Reparatur	 zu	 ermöglichen.	Wenn	dadurch	jedoch	die	genomische	Integrität	nicht	wiederhergestellt	werden	kann,	 induziert	 die	 DDR	 den	 intrinsischen	 Apoptose-Signalweg.	 Viele	 Effekte	
																																																								38	engl.:	glucose-regulated	protein,	78	kDa	39	engl.:	eukaryotic	translation	initiation	factor	2A	40	engl.:	protein	kinase	R-like	endoplasmatic	reticulum	kinase	41	engl.:	CCAAT/enhancer-binding	protein	homologous	protein	42	engl.:	X-box	binding	protein	1	43	engl.:	DNA	damage	response	
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werden	 über	 ATM44-vermittelte	 Phosphorylierung	 von	 H2AX45	zu	 γ-H2AX	 und	den	 Tumorsuppressor	 p53	 vermittelt	 (Luftig,	 2014).	 Eine	 DDR	 kann	 so	 die	Transkription	verschiedener	proapoptotischer	Bcl-2-Proteine	aktivieren	(Happo	et	al.,	2012).	p53	wirkt	aber	auch	Transkriptions-unabhängig	auf	die	Mitochon-drienpermeabilisierung	ein	(Vaseva	and	Moll,	2009).		In	verschiedenen	Zell-Kompartimenten	kommt	es	zur	Erzeugung	von	reaktiven	Sauerstoff-	 und	 Stickstoffspezies	 (ROS/RNS46).	 Sie	 entstehen	 als	Nebenprodukt	der	Atmung	in	den	Mitochondrien,	aber	auch	im	ER	und	in	Peroxisomen,	sowie	durch	NADPH-Oxidasen.	Wenn	die	ROS/RNS	nicht	mehr	durch	das	antioxidative	System	 der	 Zelle	 abgefangen	werden	 können,	 kommt	 es	 zu	 oxidativem	 Stress,	einer	Schädigung	von	Proteinen,	Lipiden	und	Nukleinsäuren	und	zur	Beeinflus-sung	 redox-abhängiger	Transkriptionsfaktoren	 (Hansen	et	 al.,	 2006;	Morgan	et	al.,	2008).	Oxidativer	Stress	führt	so	zur	Aktivierung	und	Hochregulation	von	proapoptoti-schen	Bcl-2-Proteinen	(Galluzzi	et	al.,	2014;	Sermeus	et	al.,	2012;	Steckley	et	al.,	2007).	 Zusätzlich	 begünstigen	 Produkte	 der	 Lipidperoxidation,	 wie	4-Hydroxynonenal,	eine	Mitochondrienpermeabilisierung	(Kroemer	et	al.,	2007).	Durch	 direkte	 Schädigung	 von	 Atmungskettenenzymen	 oder	 indirekt	 über	Schädigung	 von	 mitochondrialer	 DNA	 oder	 Lipidperoxidation	 kann	 oxidativer	Stress	 Auswirkungen	 auf	 die	 bioenergetischen	 Funktionen	 der	 Mitochondrien	haben.	Dies	kann	eine	 zusätzliche	Amplifikation	des	oxidativen	Stresses	 in	den	Mitochondrien	verursachen	(Dranka	et	al.,	2011;	Hill	et	al.,	2012).	
4.2. Die	Rolle	von	Mitochondrien	im	Energiemetabolismus	In	 den	Mitochondrien	 finden	 der	 Zitratzyklus	 und	 die	 oxidative	 Phosphorylie-rung	 (OXPHOS)	 statt,	metabolische	Prozesse,	 die	 sie	 zu	den	Hauptproduzenten	der	Energie	von	Zellen	macht	(Galluzzi	et	al.,	2012a).	Dafür	 wird	 Pyruvat	 als	 Stoffwechselprodukt	 von	 Kohlenhydraten	 über	 Acetyl-CoA	 in	den	Zitratzyklus	eingeschleust	und	dort	oxidativ	abgebaut.	Die	Redukti-																																																								44	engl.:	Ataxia	telangiectasia	mutated	45	engl.:	H2A	histone	family	member	X	46	engl.:	reactive	oxygen/nitrogen	species	
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onsäquivalente	 aus	 dem	 Zitratzyklus,	 NADH/H+	 und	 FADH2,	 werden	 an	 der	Atmungskette	wieder	oxidiert.	Die	Atmungskette	 ist	eine	Folge	von	Redoxreaktionen,	katalysiert	durch	vier	 in	der	IMM	lokalisierte	Multienzymkomplexe,	welche	durch	im	Intermembranraum	gelegene	 Redoxcarrier	 verbunden	 sind.	 Einer	 dieser	 Redoxcarrier	 ist	 Cy-tochrom	C,	 das	 gleichzeitig	 eine	 wichtige	 Funktion	 im	 mitochondrialen	Apoptose-Signalweg	innehält.	Bei	der	Oxidation	von	NADH/H+	und	FADH2	an	Komplex	I	 bzw.	Komplex	II	 der	Atmungskette	 werden	 die	 Elektronen	 über	 mehrere	 Stufen	 entlang	 der	Multienzymkomplexe	 auf	 Sauerstoff	 übertragen,	 der	 dadurch	 zu	H2O	 reduziert	wird.	 Die	 bei	 diesem	 stark	 exergonen	 Elektronentransport	 frei	 werdende	Energie	wird	 für	den	aktiven	Transport	von	Protonen	aus	der	mitochondrialen	Matrix	in	den	IMS	genutzt,	sodass	ein	elektrochemischer	Gradient	über	der	IMM	aufgebaut	 wird.	 Dieser	 wird	 durch	 das	 Enzym	 ATP-Synthase	 für	 die	 oxidative	Phosphorylierung,	der	Produktion	von	ATP	aus	ADP,	genutzt.	Entsprechend	sind	Elektronentransport,	 Sauerstoffverbrauch	 und	 ATP-Synthese	 eng	 miteinander	gekoppelt	(Löffler,	2005).	
5. TNF	als	Vermittler	von	Zelltod	und	Entzündung	Der	Tumornekrosefaktor	(TNF)	ist	der	Prototyp	einer	Gruppe	von	Zytokinen,	der	TNF-Liganden-Familie	(Wajant	et	al.,	2003).	TNF	wird	vor	allem	von	Makropha-gen,	T-Zellen	und	NK-Zellen,	aber	auch	von	anderen	Zelltypen,	wie	Hepatozyten,	als	 Reaktion	 auf	 Pathogene	 und	 unter	 inflammatorischen	 Bedingungen	exprimiert	 (Yoon	and	Gores,	2002).	Dabei	wird	TNF	als	 trimeres	Membranpro-tein	(mTNF)	produziert,	kann	aber	durch	die	Protease	TACE47	von	der	Membran	zu	einem	löslichen	Zytokin	(sTNF)	abgespalten	werden	(Black	et	al.,	1997).	TNF	vermittelt	seine	Effekte	als	Ligand	von	TNF-Rezeptor	1	(TNFR1),	der	in	fast	allen	 Geweben	 konstitutiv	 exprimiert	 wird,	 und	 TNFR2,	 der	 vor	 allem	 auf	Immunzellen,	in	geringem	Ausmaß	aber	unter	anderem	auch	auf	Hepatozyten	zu	finden	ist	(Hohmann	et	al.,	1989;	Volpes	et	al.,	1992;	Wajant	et	al.,	2003).	Obwohl																																																									47	engl.:	TNF-a-converting	enzyme	
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beide	 Rezeptoren	 mTNF	 und	 sTNF	 binden,	 kann	 TNFR2	 nur	 durch	 mTNF	vollständig	aktiviert	werden	(Grell	et	al.,	1995).	Ursprünglich	 wurde	 TNF	 in	 nekrotischen	 Tumoren	 als	 Vermittler	 von	 Zelltod	entdeckt	 (Carswell	 et	 al.,	 1975).	 Später	wurde	 jedoch	erkannt,	 dass	TNF	durch	NFκB-Aktivierung	 auch	 zum	 Überleben	 und	 zu	 Entzündungsreaktionen	beitragen	kann.	NFκB-Proteine	 sind	 eine	 Familie	 von	 dimeren	 Transkriptionsfaktoren	mit	 fünf	verschiedenen	 Untereinheiten.	 Die	 Aktivierung	 von	 NFκB	 kann	 über	 einen	klassischen	 oder	 einen	 nicht-kanonischen	 Weg	 erfolgen	 und	 erlaubt	 die	Transkription	vieler	proinflammatorischer	und	antiapoptotischer	Gene	(Chan	et	al.,	2015;	Wajant	and	Scheurich,	2011).	Während	TNFR2	 den	 nicht-kanonischen	NFκB-Signalweg	 initiiert,	 kann	TNFR1	durch	 die	 sequentielle	 Bildung	 unterschiedlicher	 Multiproteinkomplexe	verschiedene	 Signalwege	 einleiten	 (Micheau	 and	 Tschopp,	 2003).	 Dazu	gehört	-	obwohl	TNFR1	ein	Todesrezeptor	ist	-	neben	Apoptose	und	Nekroptose	auch	der	klassische	NFκB-Signalweg	und	die	Aktivierung	von	JNK48	und	MAPK49	(Chan	et	al.,	2015).	
5.1. TNFR-Signaltransduktion	
5.1.1. TNFR	2	Die	 Stimulation	 von	 TNFR2	 durch	 mTNF	 führt	 zur	 Aktivierung	 des	 nicht-kanonischen	 NFκB-Signalwegs.	 Dabei	 kommt	 es	 durch	 Rekrutierung	 von	TRAF250,	 cIAP1	 und	 cIAP2	 zu	 einer	 Akkumulation	 der	 Kinase	 NIK51,	 die	andernfalls	 durch	 einen	 TRAF2-	 und	 cIAP1/2-enthaltenden	 Komplex	 zur	proteasomalen	 Degradation	 markiert	 würde.	 NIK	 wiederum	 ermöglicht	 die	nicht-kanonische	Aktivierung	der	NFκB	Untereinheit	p52	über	IKKα52	(Naude	et	al.,	2011;	Rauert	et	al.,	2010).	
																																																								48	engl.:	c-Jun	N-terminal	kinase	49	mitogenaktivierte	Proteinkinase	50	engl.:	TNF	recetor-associated	factor	2	51	engl.:	NFκB-inducing	kinase	52	engl.:	inhibtor	of	κB	kinase	alpha	
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5.1.2. TNFR1	Nach	Bindung	des	trimeren	Liganden	an	TNFR1	kommt	es	zunächst	zur	Bildung	des	 kurzlebigen	 TNFR1-Signal-Komplexes	I	 (Komplex	I),	 durch	 den	 eine	klassische	NFκB-Aktivierung	induziert	wird	(Abbildung	II).	Komplex	I	baut	auf	die	Bindung	des	Adapterproteins	TRADD	über	Todesdomänen	am	TNFR1	auf.	Er	enthält	 neben	 anderen	 Proteinen	 außerdem	TRAF2,	 cIAP1	 und	 cIAP2,	 RIPK153	und	 den	 Komplex	 LUBAC54	(Haas	 et	 al.,	 2009).	 Die	 Polyubiquitinylierungen	diverser	Komponenten	des	Komplexes	-darunter	RIPK1	-	durch	cIAP1,	cIAP2	und	LUBAC	 sind	 verantwortlich	 für	 die	 Assoziation	 und	 Aktivierung	 des	 IKK55-Komplexes.	 Dieser	 phosphoryliert	 den	NFκB-Inhibitor	 IκBα56	und	markiert	 ihn	so	 für	 den	 proteasomalen	 Abbau	 (Chan	 et	 al.,	 2015).	 IκBα	 bindet	 NFκB	 im	Zytoplasma	 -	 typischerweise	 Dimere	 aus	 den	NFκB-Untereinheiten	 p50/RelA	 -	und	maskiert	dabei	ihre	Kernlokalisierungssequenz.	Der	Abbau	von	IκBα	erlaubt	somit	 die	 NFκB-Translokation	 in	 den	 Nukleus	 und	 die	 Aktivierung	 NFκB-abhängiger	Transkription	(Wajant	and	Scheurich,	2011).	Zusätzlich	 zu	 NFκB	 können	 auch	 p38-MAPK,	 ERK57	und	 JNK	 durch	 Komplex	I	transient	 aktiviert	 werden.	 Diese	 können	 durch	 die	 Aktivierung	 diverser	Transkriptionsfaktoren,	wie	AP-158		und	ATF259,	 inflammatorische,	proliferative	und	Differenzierungs-Prozesse	in	Gang	setzen	(Wajant	et	al.,	2003).		Nach	Internalisierung	des	TNFR1	kann	es	zur	Bildung	von	Komplex	II	kommen,	der	 für	 Todes-Signale	 des	 TNFR1	 verantwortlich	 ist.	 Durch	 Rekrutierung	 und	Aktivierung	 der	 Caspase	8	 wird	 hier	 die	 Caspasen-Kaskade	 und	 somit	 die	Apoptose	 eingeleitet.	 (Chan	 et	 al.,	 2015).	 Die	 Aktivierung	 von	 Caspase	8	 kann	dabei	 in	zwei	verschiedenen	Ausprägungen	des	TNFR-Komplexes	II	erfolgen,	 in	Komplex	IIa	und	Komplex	IIb.	In	Abwesenheit	 von	NFκB-Aktivierung	und	der	damit	 verbundenen	Expression	antiapoptotischer	 Proteine	 kommt	 es	 zur	 Rekrutierung	 und	 Aktivierung	 von																																																									53	engl.:	receptor	(TNFRSF)-interacting	serine-threonine	kinase	1	54	engl.:	linear	ubiquitin	chain	assembly	complex	55	engl.:	inhibtor	of	κB	kinase	56	engl.:	inhibitor	of	κB	α	57	engl.:	extracellular	regulated	kinase	58	engl.:	activator	protein	1	59	engl.:	activating	transcription	factor	2	
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Caspase	8	 in	 dem	TRADD	und	 FADD	 enthaltendem	Komplex	IIa.	 Im	 Falle	 einer	NFκB-Aktivierung	 hingegen	werden	 cFLIP60,	 TRAF2	 und	 die	 Proteine	 der	 IAP-Familie	 hochreguliert,	 die	 der	 Apoptose	 entgegenwirken	 (Kreuz	 et	 al.,	 2001;	Stehlik	et	al.,	1998;	Wang	et	al.,	1998).	Dabei	scheint	cFLIP	ein	Schlüsselfaktor	zu	sein,	 der	 in	 Abhängigkeit	 von	 NFκB	 die	 Caspase	8-Aktivierung	 in	 Komplex	IIa	inhibiert	(Micheau	and	Tschopp,	2003;	Wang	et	al.,	2008;	Wilson	et	al.,	2009).	Die	 Bildung	 des	 RIPK1	 und	 FADD	 enthaltenden	 Komplex	IIb	 ist	 dagegen	unabhängig	von	NFκB	und	scheint	vielmehr	durch	eine	Deubiquitinylierung	von	RIPK1	 begünstigt	 zu	 werden	 (Christofferson	 et	 al.,	 2014;	 Dondelinger	 et	 al.,	2013;	Legarda-Addison	et	al.,	2009;	O'Donnell	et	al.,	2007).	In	Abhängigkeit	ihres	Ubiquitinylierungsstatus	 hat	 RIPK1	 also	 gegensätzliche	 Effekte,	 indem	 sie	 eine	NFκB-Aktivierung	in	Komplex	I	oder	Zelltod	über	Komplex	II	 induziert	(Yang	et	al.,	2015).		
		
Abbildung		II:	TNFR1-Signaltransduktion.	
																																																								60	engl.:	cellular	FLICE-like	inhibitory	protein	
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Dementsprechend	kann	auf	verschiedenen	Ebenen	eine	Regulation	der	TNFR1-Signaltransduktion	 erfolgen	 und	 damit	 eine	 Entscheidung	 zwischen	 Überleben	und	Zelltod	getroffen	werden.	Einerseits	 erfolgt	 die	 Regulation	 auf	 der	 Ebene	 des	 Ubiquitin-Netzwerks	 in	Komplex	I.	 Andererseits	 erfolgt	 sie	 über	 NFκB,	 welches	 einen	 apoptotischen	Ausgang	der	TNFR1-Signaltransduktion	verhindert.	Zusätzlich	 findet	 auch	 in	 nachgeschalteten	 apoptotischen	 Signalwegen	 eine	Kontrolle	der	TNFR1-	vermittelten	Apoptose	statt.	Wie	oben	beschrieben,	 ist	 in	Typ	II-Zellen	die	Apoptose	von	Mitochondrien	abhängig,	was	eine	Regulation	auf	mitochondrialer	Ebene	erlaubt	(Jost	et	al.,	2009;	Kroemer	et	al.,	2007).	Distal	 der	Mitochondrien	 im	Apoptose-Signalweg	wirkt	 schließlich	 XIAP	 durch	Hemmung	von	Caspase	3,	7	und	9	als	extrem	potenter	Apoptose-Inhibitor	(Scott	et	al.,	2005;	Shiozaki	et	al.,	2003).	
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II. Ziele	der	Arbeit	
CTL-Effektorfunktionen	 zur	 Eliminierung	 virusinfizierter	 Zellen	 erfordern	 die	Präsentation	 viraler	 Antigene	 auf	 den	 Zielzellen,	 um	 eine	 Spezifität	 dieser	Mechanismen	für	infizierte	Zellen	zu	gewährleisten.	Viele	Viren	haben	allerdings	Immunevasions-Strategien	 entwickelt,	 um	 die	 Antigenpräsentation	 zu	unterdrücken,	und	so	den	Effektorfunktionen	von	CTL	zu	entkommen.	Kürzlich	 wurde	 eine	 neue	 zytotoxische	 CTL-Effektorfunktion	 gegen	 virale	Infektionen	der	Leber	identifiziert,	die	unabhängig	von	direkter	Antigenpräsen-tation	 der	 Zielzelle	 ist.	 Trotzdem	 betrifft	 sie	 hochselektiv	 nur	 infizierte	Hepatozyten:	Sekretiertes	TNF	führt	zur	Induktion	von	Zelltod	in	virusinfizierten	Hepatozyten	während	uninfizierte	Zellen	überleben.	Es	 ist	bekannt,	dass	TNF	sowohl	Todes-	als	 auch	Überlebenssignale	 induzieren	kann,	 jedoch	 ist	 noch	 nicht	 vollständig	 geklärt,	 unter	 welchen	 Umständen	 der	eine	oder	der	andere	Signalweg	dominiert.	Die	virale	Infektion	scheint	ein	Faktor	zu	sein,	der	das	Schicksal	einer	Zelle	in	Antwort	auf	TNF	beeinflussen	kann.	Ziel	 der	 vorliegenden	 Dissertation	 war	 es,	 die	 molekulare	 Grundlage	 für	 die	selektive	TNF-vermittelte	Tötung	virusinfizierter	Hepatozyten	zu	untersuchen.	Mit	 Hilfe	 eines	 vereinfachten	 in-vivo-Modells	 für	 die	 TNF-vermittelte	 zytotoxi-sche	 CTL-Effektorfunktion	 sollten	 insbesondere	 folgende	 Fragestellungen	bearbeitet	werden:	
• Welcher	 Todessignalweg	 steckt	 hinter	 der	 TNF-vermittelten	 Tötung	virusinfizierter	Hepatozyten?	
• Unterdrückt	die	virale	Infektion	Überlebenssignale/-moleküle,	die	diesen	Todessignalweg	blockieren	würden?	
• Beeinflusst	 eine	 virale	 Infektion	 Mitochondrien,	 welche	 eine	 Kontroll-instanz	in	Todessignalwegen	darstellen?	
• Welche	initialen	zellulären	Reaktionen	auf	eine	virale	Infektion	leiten	die	Sensibilisierung	von	Hepatozyten	für	TNF-vermittelten	Zelltod	ein?	Die	 Erkenntnisse	 dieser	 Arbeit	 sollen	 helfen,	 neue	 Therapieansätze	 zur	Behandlung	viraler	Hepatitiden	zu	 identifizieren,	die	eine	virale	 Immunevasion	umgehen.	
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III. Material	und	Methoden	
1. Material	
1.1. Geräte	Blot-System,	semi-dry	 Trans-Blot®	Turbo™	(Bio-Rad	Laboratories,	München)	Elektronenmikroskop		 EM	10	CR	(Zeiss,	Oberkochen)	Elektrophoresesystem	 Mini-PROTEAN®	Tetra	Cell	(Bio-Rad	Laboratories,	München)	Färbeautomat	für	Immunhistochemie	 Bond-MAX	(Leica	Biosystems,	Nussloch)	Heizblock	 Thermostar	plus	(Eppendorf,	Hamburg)	Homogenisationskolben	 PTFE-kolben,	für	15	ml	Gefäß	(Sartorius,	Göttingen)	Homogenisierungszylinder	 15	ml	(Sartorius,	Göttingen)	Imaging-System	 ChemiDoc™	MP	(Bio-Rad	Laboratories,	München)	
In-vivo-Imaging-System	 IVIS®Lumina	LT	Series	III	(Caliper	Lifesciences,	Rüsselsheim)	Inkubator	 Hera	cell,	Hera	cell	240	(Heraeus,	Hanau)	Lightcycler	Instrument	 Lightcycler®	480	II	Instrument	(Roche,	Basel,	Schweiz)	Mikroskop	 DMIL	(Leica	Microsystems,	Wetzlar),	CKX41	mit	U-RFLT50	und		FluoView	1000	(Olympus,	Tokio,	Japan)	Mikrotiterplatten-Lesegerät	 Safire2	(Tecan,	Männedorf,	Schweiz)	NanoDrop	 ND-1000	(Nanodrop,	PeqLab	Biotechnologie	GmbH,	Erlangen)	PCR-Maschine	 T3	Thermocycler	(Biometra,	Göttingen)	Photometer	 Ultrospec	3100	pro	(Amersham	Biosciences,	Piscataway,	USA)	
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Pipettierhilfe	 Matrix	Technologies	CellMate®	(Thermo	Scientific,	USA)	Potter	S	 Sartorius,	Göttingen	Präparationsbesteck	 Fine	Science	Tools,	Heidelberg	Pumpe	für	Perfusion	 Masterflex®	(Novodirekt,	Kehl/Rhein)	Refloton	 Reflotron®	Plus	(Roche,	Basel,	Schweiz)	Rotoren		 6445	(Heraeus,	Hanau)	2424B	(Hettich,	Tuttlingen)	JA-12,	SW	41	Ti	(Beckman	Coulter,	Palo	Alto,	CA,	USA)	Seahorse	XFe96	Extracellular	Flux	Analyzer	 Seahorse,	North	Billerica,	MA,	USA	Slide	Scanner	 SCN	400	(Leica	Microsystems,	Wetzlar)	Sonifikatorstab	 UW2070/Sonoplus	(Bandelin	electronic,	Berlin)	Spannungsquelle		 	PowerPac™	Basic	Power	Supply	(Bio-Rad	Laboratories,	München)	Sterilwerkbank	 Hera	safe	(Heraeus,	Hanau)	Vibratom	 VT	1000	S	(Leica	Biosystems,	Nussloch)	Waage	(Fein-)	 CP	224	S-0CE,	CD	2201	(Sartorius,	Göttingen)	Wasserbad	 TW8	(Julabo,	Seelbach)	Zählkammer	(Neubauer-)	 0,1	mm	0,0025	mm2,	(Marienfeld,	Lauda-Königshofen)	Zentrifuge	 Heraeus	Multifuge	3S-R	(Heraeus,	Hanau)	Mikro	200R	(Hettich	Lab	technology,	Tuttlingen)	Avanti	J-20XP	(Beckman	Coulter,	Palo	Alto,	CA,	USA)	Zentrifuge	(Ultra-)	 Optima™	LE-80K	(Beckman	Coulter,	Palo	Alto,	CA,	USA)		
III.	Material	und	Methoden		
	 27	
1.2. Verbrauchsmatierialien	Dialysekammern	 Slide-A-Lyzer®G2	10K	MWCO	(Thermo	Scientific,	Rockford,	USA)	Kanülen	 0,4x20	mm	27G,	0,6x25	mm	23G,	0,8x120	mm	(Sterican,	B.	Braun,	Mesungen)	Kapillare,	heparinisiert	 capilette®	for	Reflotron,	32	µl	(Selzer	Labortechnik,	Waghäusel)	Küvetten	 Sarstedt,	Nümbrecht	Mikrotitierplatten	 96	Well	-	µClear®,	CELLSTAR	96	white,	(Greiner	Bio-One,	Frickenhausen),	LightCycler®	480	Multiwell	plate	96,	white	(Roche,	Basel,	Schweiz)	Pasteurpipetten	 Pasteur-Plast-Pipetten	1	ml	(ratiolab,	Dreieich) Petrischalen	 10	cm	(Greiner	Bio-one,	Solingen)	Pipetten	(Mess-)	 5	ml,	10	ml,	25	ml	(Greiner	Bio-one,	Solingen)	Pipettenspitzen	 Standardtips	10	µl,	100	µl,	1000	µl	(Greiner	Bio-One,	Solingen)	Plattformschüttler,	wippend	 Duomax	1030	(Heidolph,	Schwabach)	PVDF-Membran	 Hybond™-P,	0,45	µm(GE	Healthcare,	Buckinghamshire,	England)	Reaktionsgefäße	 0,5	ml,	1,5	ml,	2,0	ml	(Eppendorf,	Hamburg),	0,2	ml	PCR-cup,	PP-Röhrchen	50	ml	steril,	PP-Röhrchen	15	ml	steril	(Greiner	bio-one,	Solingen)	Refloton-Messtreifen		 ALT,	AST	(Roche,	Basel,	Schweiz)	Skalpelle	 Feather	(Osaka,	Japan)	Spritzen	 1	ml	TBC-Spritzen	(Servoprax,	Wesel),	2	ml,	5	ml,	10	ml,	BD	DiscarditTM	II	(BD,	Heidelberg)	Sterilfilter	 0,2	µm	Acrodisc®	(Pall,	Cornwall,	UK)	UZ-Röhrchen	 Ultra-Clear™	Tubes,	14x89mm	(Beckmann	Coulter,	Palo	Alto,	USA)	Vortex-Mixer	 neoLab,	Heidelberg	
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Whatman	Filterpapier	 Whatman	Chromatography	Paper,	3MM	Chr	(GE	Healthcare,	Buckinghamshire,	England)	Zellkulturschalen	 TC-Schale	150	(Sarstedt,	Nümbrecht),	Zellkulturtestplatte	12	(TPP,	Zürich,	Schweiz)	Zellkulturschalen	 14	cm,	rund	(TPP,	Zürich,	Schweiz)	
1.3. Chemikalien	und	Reagentien	Acrylamid		 Acrylamid	4K	Solution	(30%)	Mix	37,5:1	(AppliChem,	Darmstadt)	ADP	(Adenosindiphosphat)	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Agarose	 Ultrapure™	(Invitrogen,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA)	Antimycin	A	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Aprotinin	 AppliChem,	Darmstadt	Ammoniumperoxodisulfat	(APS,	(NH4)2S2O8)	 Roth,	Karlsruhe	BAPTA	AM	 Molecular	Probes,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA		BSA	(Rinderserumalbumin)	BSA	fettsäurefrei	 AppliChem,	Darmstadt	Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Bromphenolblau	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Butanol	(C4H10O)	 AppliChem,	Darmstadt	Calciumchlorid	(CaCl2·2	H2O)	 Merck,	Darmstadt		Cäsiumchlorid	(CsCl)	 AppliChem,	Darmstadt	Cheluminate-HRP	PicoDetect	 AppliChem,	Darmstadt	Cyclosporin	A	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Decyl-TPP	 Zur	Verfügung	gestellt	von	Dr.	Mike	Murphy	(MRC	Mitochondrial	Biology	Unit,	Cambridge,	UK)	Dimethylsulfoxid	(DMSO,	C2H6OS)	 AppliChem,	Darmstadt	
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Dithiothreitol	(DTT,	C4H10O2S2)	 AppliChem,	Darmstadt	DMEM	 GIBCO,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA	EGTA	(C14H24N2O10)	 AppliChem,	Darmstadt	Ethanol,	absolut	(C2H4O2)	 AppliChem,	Darmstadt	FCCP	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Fluoromount	G	 eBioscience,	San	Diego,	CA,	USA	Fötales	Kälberserum	(FCS)	 Sera	Plus	(PAN-Biotech,	Aidenbach)	Glutamat	(C5H9NO4)	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Glycin	(C2H5NO2)	 AppliChem,	Darmstadt	H2O,	PCR	grade	 Roche,	Basel,	Schweiz	HEPES	(C8H18N2O4S)	 AppliChem,	Darmstadt	Isofluran	 Forene®	(AbbVie,	Ludwigshafen)	Kaliumchlorid	(KCl)	 Merck,	Darmstadt	Kaliumdihydrogenphosphat	(KH2PO4)	 GERBU,	Gaiberg	Kaliumhydroxid	(KOH)	 AppliChem,	Darmstadt	Glutamin	(L-),(200mM)	 GIBCO,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA	Leupeptin	 AppliChem,	Darmstadt	Luziferin	(D-)	 PJK,	Blitterdorf	Magnesiumchlorid	(MgCl2)	 Roth,	Karlsruhe	Malat	(C4H6O5)	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	β-Mercoptoethanol	(C2H6OS)	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Methanol	 AppliChem,	Darmstadt	Milchpulver	(Mager-)	 AppliChem,	Darmstadt	MitoQ	 Zur	Verfügung	gestellt	von	Dr.	Mike	Murphy	(MRC	Mitochondrial	Biology	Unit,	Cambridge,	UK)	MOPS-Tris	 Roth,	Karlsruhe	Natriumchlorid	(NaCl,	0,9%)	 Infusionslösung	(B.	Braun,	Mesungen)	Natriumchlorid	(NaCl)	 AppliChem,	Darmstadt	Natriumdeoxycholat	(C24H39NaO4)	 AppliChem,	Darmstadt	
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Natriumhydroxid	(NaOH)	 Roth,	Karlsruhe	Nonident	P-40	(NP40,	C14H22O(C2H4O)n)	 AppliChem,	Darmstadt	Oligomycin	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Paraformaldehyd	(PFA,	
H(-OCH2)n-OH)	 AppliChem,	Darmstadt	PBS	 PBS	Dulbecco	(w/o	Ca2+,	w/o	Mg2+),	Biochrom	AG,	Berlin	PCR-Reaktions-Mix	 REDTaq®	ReadyMix™	(Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA)	Pefablock	(C8H10FNO2S)	 Roth,	Karlsruhe	Penicillin	(10000	U/ml)/	Streptomycin	(10	mg/ml)	 GIBCO,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA	Percoll	 GE-Healthcare	Biosciences-AB	(Uppsala,	Schweden)	Phenylmethylsulfonylfluorid	(PMSF,	C7H7FO2S)	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Phosphorsäure	(H3PO4)	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Proteaseinihibitor-Tabletten	 Complete	Mini	EDTA-free	(Roche,	Basel,	Schweiz)	Proteingrößenstandard	 Spectra	Multicolor	Broad	Range	Protein	Ladder	(Thermo	Scientific,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA)	Pyruvat	(C3H3NaO3)	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Q-VD-OPh	 BioVision,	Milpitas,	CA,	USA	Restriktionspuffer	 FastDigest	Green	Buffer	(10x)	(Thermo	Scientific,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA)	Rhodamin	123	(Rh123)	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Rotenon	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Saccharose	(D+),	(C12H22O11)	 AppliChem,	Darmstadt	Salzsäure	(HCl)	 Roth,	Karlsruhe	SDS	(C12H25NaO4S)	 AppliChem,	Darmstadt	
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Succinat	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	SYBR®-Safe	 Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA	TES	(C6H15NO6S)	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Tetramethylethylenediamin	(TEMED,	C6H12N6)	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Tris	(C4H11NO3)	 AppliChem,	Darmstadt	Triton	X-100	 GERBU,	Gaiberg	Tunicamycin	 Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	MO,	USA	Tween-20	 AppliChem,	Darmstadt	
1.4. Puffer	und	Medien	PBS	(Fa.	Biochrom)	pH	7,4	 80	g/l	 NaCl		 0,2g/l	 KCl		 1,44g/l	 NaHPO4*2	H2O		 0,2	g/l	 KH2PO4		 	 	Viruspuffer	 10	mM	 Tris/HCl	pH	7,8		 20	mM	 MgCl2		 	 	CsCl-Puffer	 50	mM	 Tris/HCl,	pH	7,8		 10	mM	 MgCl2	Dichte	1,25	g/ml	 36,16	g/100	ml	 CsCl	Dichte	1,40	g/ml	 51,2	g/100	ml	 CsCl	Dichte	1,34	g/ml	 62	g/100	ml	 CsCl		 	 	Dialysepuffer	(10x)	 300	g	 Saccharose		 87,7	g	 NaCl		 20,3	g	 MgCl2	
 100	ml 1	M	Tris/HCl	pH	7,8	
 ad	1000ml H2O		 	
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RIPA-Puffer	 25	mM	 Tris-HCl		 150	mM	 NaCl		 1%	 NP40		 1%	 Natriumdeoxycholat		 0,1%	 SDS		 pH	7,4	 mit	HCl	nach	Bedarf:	 1	Stück/10	ml	 Proteaseinhibitor-Tablette		 	 	Proteinauftragspuffer	(2x)	 0,58	M	 Saccharose		 4%	(w/v)	 SDS		 0,04%	(w/v)	 Bromphenolblau		 62,5	mM	 Tris/HCl	pH	6,8	frisch	dazugeben:	 60	mg/ml	 DTT		 	 	SDS-Laufpuffer	 3	g		 Tris		 14,4	g	 Glycin		 1	g	 SDS		 ad	1000	ml	 H2O		 	 	Towbin-Puffer	 	 SDS-Laufpuffer		 20% (v/v)	 Methanol		 	 	TBST	 2,42 g	 Tris		 8 g	 NaCl 	 0,1% (v/v)	 Tween 20		 ad 1000 ml	 H2O 	 pH 7,6	 mit	HCl		 	
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Hypotonischer	Extraktions-Puffer	(HE-Puffer)	 25mM	 HEPES	pH	7,5			 5mM	 MgCl		 1mM	 EGTA	frisch	dazugeben:	 1mM	 Pefablock		 1µg/ml	 Aprotinin		 1	µg/ml	 Leupeptin		 	 	Isolations-Puffer	A	(IP	A)	 0,3	M	 Saccharose		 5	mM	 TES		 0,2	mM	 EGTA	nach	Bedarf	mit	BSA:	 0,1%	 BSA		 pH	6,9	 mit	KOH		 	 	Isolations-Puffer	B	(IP	B)	 0,3	M	 Saccharose		 10	mM	 TES		 0,2	mM	 EGTA		 0,1%	 BSA		 pH	7,2	 mit	KOH		 	 	18%	Percoll-Lösung	 8,5	ml	 Isolations-Puffer	B		 203	mg	 Saccharose		 1,86	ml	 Percoll		 	 	30%	Percoll-Lösung	 7	ml	 Isolations-Puffer	B		 309	mg	 Saccharose		 3	ml	 Percoll		 	 	60%	Percoll-Lösung	 4	ml	 Isolations-Puffer	B		 616	mg	 Saccharose		 6	ml	 Percoll		 	
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Isolations-Puffer	C	 10	mM	 HEPES-KOH	pH	7,4		 0,1	mM	 EGTA		 395	mM	 Saccharose		 	 	Mitochondrien-Puffer	 125	mM	 KCl		 10	mM	 HEPES-KOH	pH	7,4		 1	mg/ml	 BSA		 3	mM	 Succinat		 3	mM	 Glutamat	frisch	dazugeben:	 10	µM	 Q-VD-OPH		 100	µM	 PMSF		 3	µg/ml	 Aprotinin		 25	µg/ml	 Leupeptin		 	 	Dilution-Puffer	 100	mM	 KCl		 25	mM	 HEPES-KOH	pH	7,4		 1	mg/ml	 BSA		 	 	Swelling-Puffer	 0,2	M	 Saccharose		 10	mM	 MOPS-Tris		 5	mM	 Succinat		 1	mM	 Phosphorsäure		 10	µM	 EGTA		 pH	7,4	 mit	Tris	frisch	dazugeben:	 2	µM	 Rotenon		 	 	Respirationspuffer	 120	mM		 KCl		 5	mM		 KH2PO4		 3	mM		 HEPES		 1	mM		 EGTA		 0,3	%		 BSA	(Fettsäure-frei)		 pH	7,2		 mit	KOH	 	
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HEK-293	Medium	 	 DMEM		 10%	(v/v)	 FCS		 2	mM	 L-Glutamin		 100	U/ml	 Penicillin		 0,1	mg/ml	 Streptomycin	
1.5. Kit-Systeme	
Kit	 Hersteller	Bond	Refine	Detection	Kit	 Leica	Biosystems,	Nussloch	Caspase-Glo®	Assay	(3/7,	8	und	9)	 Promega,	Madison,	WI,	USA	DC™	Protein	Assay	 Bio-Rad	Laboratories,	München	LightCycler®	480	DNA	SYBR	Green	I	Master	 Roche,	Basel,	Schweiz	NucleoSpin	RNA®	II	 Macherey-Nagel,	Düren	OxiSelect™	In	Vitro	ROS/RNS	Assay	Kit	 Cell	Biolabs,	San	Diego,	CA	Rat/Mouse	Cytochrome	c	Quantikine	ELISA	Kit	 R&D	Systems,	Minneapolis,	MN,	USA	SuperScript®	VILO™	cDNA	Synthesis	Kit	 Invitrogen,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA	XFe96	FluxPak	 Seahorse,	North	Billerica,	MA,	USA	
1.6. Antikörper	
1.6.1. Immunhistologie	
Antigen	 Einsatz	 Wirt	 Klon/Nr.	 Hersteller	Caspase	3,	gespalten	 1:1000	 	 9661	 Cell	Signaling	Technologies,	Danvers,	MA,	USA	GFP	 1:3000	 Kaninchen	 20R-GR011	 Abcam,	Cambridge,	UK	RelA	 1:200	 Kaninchen	 RB	1638-P0	 NeoMarkers,	Fremont,	CA,	USA	
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1.6.2. Immunoblot	–	Primärantikörper	
Antigen	 Einsatz	 Wirt	 Klon/Nr.	 Hersteller	ß-Actin	 1:1000	 Kaninchen	 4967	 Cell	Signaling	Technologies	(CST),	Danvers,	MA,	USA		ANT	 1:400	 Ziege	 sc-9299	 santa	cruz	biotechnology	(scbt),	Dallas,	TX,	USA	Bax	 1:1000	 Kaninchen	 06-499	 Millipore	Bcl-2	 1:1000	 Kaninchen	 2870	 CST,	Danvers,	MA,	USA	Bcl-XL	 1:1000	 Kaninchen	 2764	 CST,	Danvers,	MA,	USA	Bid/tBid	 1:1000	 Kaninchen	 AP21627SU-S	 Acris,	Herford	Bim	 1:1000	 Kaninchen	 ADI-APP-330	 Enzo	Life	Sciences,	Farmingdale,	NY,	USA	Caspase	3	 1:1000	 Kaninchen	 9662	 CST,	Danvers,	MA,	USA	Caspase	3,	gespalten	 1:1000	 Kaninchen	 9664	 CST,	Danvers,	MA,	USA	Caspase	8	 1:1000	 Ratte	 804-447-C100	 Alexis,	Enzo	Life	Sciences,	Farmingdale,	NY,	USA	Caspase	8,	gespalten	 1:1000	 Kaninchen	 9429	 CST,	Danvers,	MA,	USA	Caspase	9,	voll	und	gespalten	 1:1000	 Kaninchen	 9504	 CST,	Danvers,	MA,	USA	cFLIP	 1:1000	 Ratte	 AG-20B-0005	 Adipogen	international,	San	Diego,	CA,	USA	CHOP	 1:1000	 Kaninchen	 5554	 CST,	Danvers,	MA,	USA	cIAP1/2	 1:1000	 Kaninchen	 CY-P1041	 MBL	international,	Woburn,	MA,	USA	Cytochrom	C	 1:1000	 Kaninchen	 4272	 CST,	Danvers,	MA,	USA		GAPDH	 1:1000	 Kaninchen	 5174	 CST,	Danvers,	MA,	USA	
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GRP78	 1:500	 Maus	 610978	 BD,	Heidelberg	H2B	 1:1000	 Kaninchen	 2722	 CST,	Danvers,	MA,	USA	Hsp	60	 1:5000	 Maus	 611563	 BD,	Heidelberg	HtrA2	 1:1000	 Kaninchen	 2176	 CST,	Danvers,	MA,	USA	IκB	 1:1000	 Kaninchen	 sc-371	 scbt,	Dallas,	TX,	USA	LAMP	2	 1:2000	 Kaninchen	 51-2200	 Invitrogen,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA	Mcl-1	 1:1000	 Kaninchen	 600-401-394	 Rockland	Immunochemicals,	Limerick,	PA,	USA	P-eIF2α	 1:1000	 Kaninchen	 3398	 CST,	Danvers,	MA,	USA	P-IκB	 1:1000	 Maus	 9246	 CST,	Danvers,	MA,	USA	PARP,	gespalten	 1:1000	 Kaninchen	 9544	 CST,	Danvers,	MA,	USA	PMP	70	 1:500	 Kaninchen	 5237	 Acris,	Herford	P-PERK	 1:1000	 Kaninchen	 P3346-01	 US	Biological,	San	Antonio,	TX,	USA	SMAC	 1:1000	 Kaninchen	 AB3609	 Merck	Millipore,	Billerica,	MA,	USA	TRAF2	 1:1000	 Kaninchen	 4724	 CST,	Danvers,	MA,	USA	VDAC	 1:1000	 Kaninchen	 4866	 CST,	Danvers,	MA,	USA	XIAP	 1:1000	 Maus	 M044-3	 MBL	international,	Woburn,	MA,	USA	γ-H2AX	 1:1000	 Kaninchen	 9718	 CST,	Danvers,	MA,	USA		 	
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1.6.3. Immunoblot	-	Sekundärantikörper	
Zielspezies	 Einsatz	 Konjugat	 Nr.	 Hersteller	anti-Kaninchen	 1:20000	 HRP	 112-035-003	 Jackson	ImmunoResearch,	West	Grove,	PA,	USA	anti-Ratte	 1:20000	 HRP	 111-035-046	anti-Maus	(leichte	Kette)	 1:20000	 HRP	 115-035-174	anti-Ziege	 1:5000	 HRP	 sc-2768	 scbt,	Dallas,	TX,	USA	
1.7. Primer	Alle	Primer	wurden	von	Eurofins,	Ebersberg	bezogen.		
Zielgen	 Sequenz	(5’>3’),	
Forward		
Sequenz	(5’>3’)	
Reverse	
Annealing-
Temperatur	a20	 GAACCAGAGATTCCATGAAGCAA	 CCTGTGTAGTTCGAGGCATGTC	 57°C	bax	 CTGAGCTGACCTTGGAGC	 GACTCCAGCCACAAAGATG	 56°C	ciap1	 TTGAGCAGCTGTTGTCCACTTC	 GGCCAAAATGCACCACTGT	 57°C	gapdh	 GCAGTGGCAAAGTGGAGATT	 TCTCCATGGTGGTGAAGACA	 56°C/57°C	xbp1	 AAACAGAGTAGCAGCGCAGACTGC	 TCCTTCTGGGTAGACCTCTGGGAG	 63°C	
1.8. Enzyme	PstI	 Thermo	Scientific,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA	
1.9. Zytokine	und	andere	rekombinante	Proteine	mTNF		 Rekombinant	mouse	TNF	(Invitrogen,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA)	hTNF	 Rekombinant	Human	TNF-α	(GIBCO,	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA,	USA)	tBid	 BID	Caspase-8-cleaved	(R&D	Systems,	Minneapolis,	MN,	USA)	
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1.10. Mauslinien	Alle	 Mauslinien	 haben	 C57	BL/6	J-Hintergrund	 und	 wurden	 unter	 SPF61 -Konditionen	gezüchtet	und	gehalten.		C57BL/6J	(Wildtyp	Mäuse,	Inzuchtstamm)	 Eigene	Zucht	im	Haus	für	experimentelle	Therapie,	Bonn	(HET),	oder	bezogen	von	JANVIER	LABS		TRIF	KO	 Eigene	Zucht	im	HET	(Yamamoto	et	al.,	2003)	MyD88	KO	 Eigene	Zucht	im	Limes	Institut,	Bonn	(Adachi	et	al.,	1998)	STING	KO	(Goldenticket,	C57BL/6J-Tmem173gt/J)	 Zur	Verfügung	gestellt	von	Prof.	Veit	Hornung	(Institut	für	Molekulare	Medizin,	Universität	Bonn),	Ursprung:	The	Jackson	Laboratory		ASC	KO	 Zur	Verfügung	gestellt	von	Prof.	Veit	Hornung	(Institut	für	Molekulare	Medizin,	Universität	Bonn)	(Ozoren	et	al.,	2006)	IFNAR	KO	 Eigene	Zucht	im	HET	(Muller	et	al.,	1994)	TNFR1	KO	 Zur	Verfügung	gestellt	von	Prof.	Philipp	Lang	(Institut	für	Molekulare	Medizin	II,	Universität	Düsseldorf)	(Pfeffer	et	al.,	1993)	TNFR2	KO	(B6.129S2-	Tnfrsf1btm1Mwm/J)	 Zur	Verfügung	gestellt	von	Prof.	Philipp	Lang	(Institut	für	Molekulare	Medizin	II,	Universität	Düsseldorf),	Ursprung:	The	Jackson	Laboratory	TNFR1/2	KO	 Eigene	Zucht	im	HET,	Ursprung:	siehe	TNFR1	KO	/	TNFR2	KO	XIAP	KO	 Zur	Verfügung	gestellt	von	Dr.	Jens	Seeger	(AG	Kashkar,	Universität	Köln)	
1.11. Zelllinien	HEK-239	(ATCC®	CRL-1573™)	 ATCC,	Manassas,	VA,	USA	
																																																								61	engl.	specific	pathogen	free	
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1.12. Viren	
1.12.1. Rekombinante	Adenoviren	Das	Backbone	der	verwendeten	adenoviralen	Vektoren	entspricht	dem	E1-	und	E3-deletierten	 humanen	 Adenovirus	 Serotyp	 5.	 Die	 Vektoren	 enthielten	 die	gekennzeichneten	codierten	Gene	jeweils	unter	dem	CMV-Promoter.		
Bezeichnung	 Codierte	Gene		 Herkunft	AdGOL	 eGFP,	Ovalbumin,	CBG99-Luziferase	 Eigene	Herstellung	(Wohlleber	et	al.,	2012)	AdLacZ	 β-Galactosidase	 Vector	Biolabs,	Philadelphia,	PA,	USA	AdGL	 GFP,	Renilla-Luziferase	 Eigene	Herstellung	(Wohlleber	et	al.,	2012)	AdmCherry	 mCherrry	 Vector	Biolabs,	Philadelphia,	PA,	USA	AdXIAP	 XIAP	 Vector	Biolabs,	Philadelphia,	PA,	USA	AdFLIP	 cFLIP	 Vector	Biolabs,	Philadelphia,	PA,	USA	AdtdTomato	 tdTomato	 Vector	Biolabs,	Philadelphia,	PA,	USA	
1.12.2. LCMV	Lymphozytäres	Choriomeningitis-Virus	(LCMV),	Stamm	WE	 Zur	Verfügung	gestellt	von	Prof.	Karl	Lang,	Universität	Essen		 	
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1.14. Computersoftware	
Software	 Anwendung	 Firma	EndNote	X7.1	 Literaturverwaltung	 Thompson	Reuters	Excel	for	Mac	2011	 Datenanalyse	 Microsoft	Fluoview	 Bearbeitung	von	Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen	
Olympus	
Illustrator	CS5	 graphische	Aufarbeitung	 Adobe	Image	Lab,	Version	4.1	 Analyse	von	Aufnahmen	des	Imaging-Systems	 Bio-Rad	Laboratories,	München	Leica	Digital	Image	Hub	 Analyse	von	Mikroskopiescans	 Leica	Biosystems,	Nussloch	Lightcycler	480	Software	1.5.0	SP4	 Durchführung	und	Analyse	von	pRT-PCR	 Roche,	Basel,	Schweiz	Living	Image	4.3.1	 Analyse	von	Biolumineszenzdaten	 Caliper	Lifesciences,	Rüsselsheim	Magellan	6.6	 Analyse	von	Daten	des	Mikrotiterplatten-Lesegeräts	 Tecan,	Männedorf,	Schweiz	Photoshop	CS5	 graphische	Aufarbeitung	 Adobe	PowerPoint	2011	 graphische	Aufarbeitung	 Microsoft	Prism	5	for	Mac	OS	X	 Statistik	und	graphische	Aufarbeitung	 GraphPad	Seahorse	XF	Software	Version	1.3	 Analyse	von	respirometrischen	Daten	 Seahorse,	North	Billerica,	MA,	USA	Soft	Imaging	Viewer	 Analyse	von	EM-Aufnahmen	 Olympus	Soft	Imaging	Solutions	GmbH,	Münster	Word	2011	 Textverarbeitung	 Microsoft	
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2. Methoden	
2.1. Tiermodell	der	TNF-vermittelten	viralen	Hepatitis	Um	 eine	 TNF-vermittelte	 virale	 Hepatitis	 zu	 induzieren,	 wurde,	 wenn	 nicht	anders	 gekennzeichnet,	 nach	 dem	 in	 Abbildung	 III	 dargestellten	 zeitlichen	Schema	 vorgegangen.	 Die	 einzelnen	 Schritte	 sind	 in	 den	 nachfolgenden	Abschnitten	beschrieben.		
	
Abbildung		III:	Experimentelles	Design	der	TNF-vermittelten	viralen	Hepatitis	
2.2. Virale	Infektion	Die	 Infektion	 mit	 Adenoviren	 erfolgte	 i.v.	 über	 die	 Schwanzvene	 in	 einem	Volumen	von	100	µl	 in	0,9%	NaCl.	Die	Dosis	betrug	in	der	Regel	5x108	PFU	pro	Maus	 in	 Versuchen,	 in	 denen	 klinische	 Parameter	 für	 die	 Leberzellschädigung	bestimmt	werden	 sollten,	 und	 1x109	PFU	 pro	Maus	 in	 Versuchen,	 in	 denen	 an	entnommenem	 Lebergewebe	 biochemische,	 histologische	 und	 funktionelle	Analysen	vollzogen	werden	sollten.	Für	 eine	 Ko-Infektion	mit	 verschiedenen	 Viren	 wurden	 diese	 in	 einem	 Ansatz	gemischt	und	in	einer	Injektion	gemeinsam	appliziert.	Die	Infektion	mit	1x105	PFU	LCMV	erfolgte	ebenfalls	i.v.	über	die	Schwanzvene	in	einem	Volumen	von	100	µl	in	0,9%	NaCl.	
2.3. In-vivo-Biolumineszenzmessung		Um	 sicherzustellen,	 dass	 eine	 ausreichende	 Infektion	 der	 Mäuse	 erfolgt	 ist,	wurde	als	Maß	der	Infektionseffizienz	die	Expression	des	durch	AdGOL	codierten	Enzyms	 Luziferase	 gemessen	 (Stabenow	 et	 al.,	 2010).	 Wird	 AdGOL-infizierten	Mäusen	 Luziferin,	 das	 Substrat	 der	 Luziferase,	 gespritzt,	 so	 kann	 es	 in	 den	
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infizierten	Zellen	unter	Verbrauch	von	Sauerstoff	und	ATP	und	unter	Freisetzung	von	Energie	in	Form	von	Photonen	zu	Oxiluziferin	umgesetzt	werden	(Marques	and	Esteves	da	Silva,	2009).	Diese	Biolumineszenz	wurde	24	h	nach	 Infektion	und	2	min	nach	 Injektion	von	2	mg	Luziferin	in	150	µl	Kochsalzlösung	i.p.	quantitativ	mit	einem	IVIS	Imaging-System	 bestimmt.	 Die	 Mäuse	 wurden	 dafür	 für	 etwa	 5	min	 lang	 mit	 2,5	%	Isolfluran	narkotisiert.	Die	Auswertung	erfolgte	mit	der	Living	Image-Software.	
2.4. Injektionen	
2.4.1. TNF	Die	Injektion	von	400	ng	TNF	pro	Maus	erfolgte	48	h	nach	Infektion	i.v.	über	die	Schwanzvene	 in	 einem	 Volumen	 von	 100	µl	 in	 PBS.	 Wenn	 nicht	 anders	gekennzeichnet,	 wurde	 murines	 TNF	 verwendet.	 Humanes	 TNF	 wurde	 auf	dieselbe	Weise	appliziert.	
2.4.2. MitoQ	MitoQ	ist	ein	zellpermeables,	Mitochondrien-spezifisches	Antioxidans.	Es	besteht	aus	 einem	antioxidativ	wirkenden	Ubiquinon,	 gekoppelt	 über	 eine	 aliphatische	Kohlenstoffkette	an	ein	lipophiles	Triphenylphosphonium-Kation	(TPP),	das	die	mitochondriale	 Lokalisation	 bewirkt	 (Dare	 et	 al.,	 2015).	MitoQ	wurde	 in	 Form	von	MS010	(MitoQ	adsorbiert	an	β-Cyclodextran)	in	einer	Dosis	von	20	mg/kg	in	0,9%	NaCl	täglich	für	6	Tage	 i.p.	verabreicht.	An	Tag	4	erfolgte	die	Infektion,	an	Tag	6	(2,5	h	nach	der	MitoQ-Injektion)	erfolgte	die	TNF-Applikation.	Kontrollgruppen	 erhielten	 Decyl-TPP,	 dem	 die	 Ubiquinon-Gruppe	 fehlt,	 in	gleicher	Darreichungsform	wie	MitoQ.	
2.4.3. Tunicamycin	Tunicamycin	 wurde	 zur	 Induktion	 von	 ER-Stress	 in	 einer	 Dosierung	 von	0,75	µg/kg	i.v.	appliziert,	um	6	und	24	h	später	die	Lebern	zu	entnehmen.	
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2.4.4. BAPTA	AM	BAPTA	AM	 ist	 ein	 zellpermeabler	 Ca2+-Chelator,	 der	 hochselektiv	 für	 Ca2+	gegenüber	Mg2+	 ist.	 BAPTA	wurde	 in	 einer	Dosis	 von	20	mg/kg	 in	 40	µl	DMSO	15	min	 vor	 TNF-Injektion	 i.p.	 injiziert.	 Den	 Kontroll-Tieren	wurde	 40	µl	 DMSO	injiziert.	
2.4.5. Cyclosporin	A	(CsA)	CsA,	ein	 Inhibitor	von	Cyclophilinen,	wurde	zur	 Inhibition	der	mitochondrialen	Permeabilitäts-Transition	 (mPT)	 in	 einer	 Dosis	 von	 50	mg/kg,	 in	 30	µl	 DMSO	30	min	 vor	 TNF-Injektion	 i.p.	 injiziert.	 Den	 Kontroll-Tieren	 wurde	 30	µl	 DMSO	injiziert.	
2.5. Adenovirusproduktion	und	Titration	
2.5.1. Virusvermehrung	Da	die	verwendeten	Adenoviren	eine	Deletion	von	E1	und	E3	 in	 ihrem	Genom	tragen,	wurde	ihre	Vermehrung	in	HEK-293	Zellen	ermöglicht,	die	E1	exprimie-ren.	Für	 deren	 Infektion	 wurde	 1x108	PFU	 Adenovirus	 pro	 Zellkulturplatte	 auf	 die	80%	 konfluenten	 Zellen	 gegeben.	 Nach	 etwa	 48	h,	 wenn	 die	 Zellen	 begannen,	sich	abzulösen,	wurden	die	Zellen	durch	Klopfen	und	Spülen	komplett	gelöst	und	samt	Medium	abgenommen.	Nach	10	min	Zentrifugation	bei	1500	Upm	und	4°C,	wurde	 der	 Überstand	 verworfen,	 da	 davon	 ausgegangen	 wurde,	 dass	 sich	 der	Großteil	 des	 neu	 produzierten	 Virus	 zu	 diesem	 Zeitpunkt	 noch	 in	 den	 Zellen	befindet.	 Das	 Pellet	 wurde	 in	 bis	 zu	 6	ml	 Viruspuffer	 resuspendiert	 und	 die	Zellen	 durch	 3-maliges	 schnelles	 Einfrieren	 (in	 flüssigem	 Stickstoff)	 und	Auftauen	 (im	 Wasserbad,	 37°C)	 aufgebrochen.	 Zelltrümmer	 wurden	 durch	2-fache	Zentrifugation	bei	4000	Upm	und	4°C	für	5	bzw.	10	min	sedimentiert.	Die	Aufreinigung	 kompletter	 Viruspartikel	 aus	 dem	 Überstand	 erfolgte	 mittels	Cäsiumchloridgradienten.		
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2.5.2. Ultrazentrifugation	mit	Dichtegradienten	Dazu	 wurde	 in	 Ultrazentrifugenröhrchen	 2,5	ml	 1,25-CsCl-Puffer	 mit	 1,4-CsCl-Puffer	 unterschichtet	 und	mit	 der	Viruslösung	überschichtet.	Das	Gefäß	wurde	mit	 Viruspuffer	 aufgefüllt	 und	 dann	 für	 1	h	 bei	 35000	Upm	 und	 4°C	 mit	maximaler	 Beschleunigung	 und	 Bremseinstellung	 „slow“	 ultrazentrifugiert.	Mit	Hilfe	 einer	 Spritze	 und	 spitzen	 Kanüle	 wurde	 das	 Röhrchen	 unterhalb	 der	untersten	 Bande	 durchstochen	 und	 die	 Bande	 vorsichtig	 abgenommen.	 Die	abgenommene	Lösung	wurde	mit	Viruspuffer	verdünnt	und	auf	8	ml	1,34-CsCl-Puffer	 in	 ein	 neues	Röhrchen	 gegeben.	Die	 zweite	Ultratzentrifugation	 erfolgte	bei	30000	Upm	und	4°C	für	18	h	und	die	resultierende	Bande	wurde	wie	zuvor	abgenommen.	
2.5.3. Dialyse	Die	Viruslösung	wurde	in	eine	Dialysekammer	überführt	und	unter	Rühren	in	1	l	Dialysepuffer	 dialysiert.	 Der	 Puffer	 wurde	 3	 Mal	 erneuert,	 nach	 30	min,	 eine	Stunde	später	und	eine	weitere	Stunde	später.	Die	 Viruslösung	 wurde	 aliquotiert	 bei	 -80°C	 aufbewahrt.	 Zur	 Infektion	 von	Mäusen	wurden	immer	neue	Aliquots	verwendet.	
2.5.4. Titration	2,5x105	 HEK-293	 Zellen	 pro	 Well	 wurden	 in	 einer	 12-Well-Platte	 in	 je	 1	ml	Medium	ausgesäht.	Am	nächsten	Tag	wurden	die	Zellen	in	jedem	Well	mit	einem	anderen	Volumen	an	Viruslösung	 infiziert.	 48	h	nach	 Infektion	wurde	das	Well	mit	dem	geringsten	Virustiter	identifiziert,	bei	dem	sich	die	Zellen	aufgrund	der	Infektion	gerade	noch	komplett	vom	Boden	abgelöst	haben.		Erfahrungswerten	 entsprechend	 wurde	 der	 Titer	 des	 Adenovirus	 in	 PFU/ml	festgelegt:			 	
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Volumen	der	Viruslösung	(µl)	 Virustiter	(PFU/ml)	30	 1,7	x	108	10	 5	x	108	3	 1,7	x	109	1	 5	x	109	0,3	 1,7	x	1010	0,1	 5	x	1010	0,03	 1,7	x	1011	0,01	 5	x	1011	
2.6. Blutentnahme	 und	 Ermittlung	 der	 ALT-	 und	 AST-
Aktivitäten	Als	 klinischer	 Parameter	 für	 eine	 Leberzellschädigung	wurde	 die	 Aktivität	 der	ALT	 und	 der	 AST	 im	 Blut	 oder	 Serum	 der	Mäuse	 bestimmt.	 Dafür	 wurde	 den	Mäusen	sowohl	48	h	nach	Infektion	(vor	Injektion	von	TNF)	als	auch	2	h	oder	4	h	nach	 TNF-Injektion	 je	 32	µl	 Blut	 durch	 Punktion	 der	 Schwanzvene	 mit	 einer	Kapillare	entnommen.	Die	Entnahme	des	Bluts	vor	TNF-Gabe	diente	als	Negativ-Kontrolle	für	TNF.	Das	 Blut	 wurde	 direkt	 von	 der	 Kapillare	 oder	 in	 PBS	 vorverdünnt	 auf	 einen	Teststreifen	gegeben,	der	im	Refloton-Messgerät	analysiert	wurde.	
2.7. Leberentnahme	Die	Mäuse	wurden	 durch	 zervikale	Dislokation	 unter	 Isoflurannarkose	 getötet.	Anschließend	wurde	die	Leber	für	etwa	10	s	über	die	Pfortader	mit	kaltem	PBS	perfundiert,	um	Blut	auszuspülen.	
2.8. Quantitative	 reverse	 Transkriptase-Polymerase-Ketten-
reaktion	(qRT-PCR)	
2.8.1. RNA-Isolation	Kleine	 (ca.	 2-3	mm	 Kantenlänge)	 Leber-Gewebestücke	 wurden	 in	 flüssigem	Stickstoff	schockgefroren	und	bis	zur	Verwendung	bei	-80°C	gelagert.	
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Die	RNA-Isolation	 erfolgte	mit	 dem	Kit	Nucleo-Spin	RNA	 II	 nach	Anleitung	des	Herstellers.	Die	RNA-Konzentration	wurde	mit	dem	Nanodrop	bestimmt.	
2.8.2. cDNA-Synthese	Mit	Hilfe	des	SuperScript®	VILO™	cDNA	Synthesis	Kit	wurde	nach	Anleitung	des	Herstellers	 die	 RNA	 in	 komplementäre	 DNA	 (cDNA)	 umgeschrieben.	 In	 einem	Reaktionsansatz	von	20	µl	wurde	dabei	1	µg	RNA	eingesetzt.	
2.8.3. qPCR	Die	 qPCR	 wurde	 in	 96-Well-Platten	 unter	 Verwendung	 des	 LightCycler®	 480	DNA	 SYBR	 Green	 I	 Master	 im	 Lightcycler®	 480	 Instrument	 durchgeführt.	 Zur	Normalisierung	wurde	für	jede	cDNA-Probe	auch	ein	Ansatz	mit	Primern	gegen	gapdh	 analysiert.	 Zur	 Berechnung	 der	 Primereffizienzen	 wurden	 10x-Verdünnungsreihen	 einer	 cDNA-Probe	 von	 10-1-10-3	 für	 jedes	 verwendete	Primerpaar	mitgeführt.	Anhand	der	Schmelzkurve	wurde	die	Qualität	der	qPCR	überprüft.	Die	Auswertung	erfolgte	mittels	Lightcycler	480	Software,	wobei	die	Werte	gegen	gapdh	normalisiert	wurden.		Reaktionsansatz:	SYBR	Green	I	Master		 10	µl	Primer	(10	µM),	jeweils	 2	µl	H2O,	PCR	grade	 	 4	µl	cDNA	 	 	 	 2	µl		Programm:	Denaturierung	 95°C	 4,4°C/s	 10	min	Amplifizierung	 95°C	 4,4°C/s	 20	s		 	 	 *	°C	 2,2°C/s	 15	s		 	 	 72°C	 4,4°C/s	 30	s	Schmelzkurve	 95°C	 4,4°C/s	 1	s		 	 	 50°C	 2,2°C/s	 10	s		 	 	 95°C	 0,11°C/s	 	*	Annealing-Temperatur	der	eingesetzten	Primerpaare	
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2.9. XBP1-Spleißing-Assay	Da	XBP1	unter	ER-Stress	alternativ	gespleißt	wird,	kann	die	alternative	Spleiß-Isoform	 als	 ER-Stress-Marker	 dienen.	 Um	 die	 verschiedenen	 Isoformen	 zu	detektieren,	wurde	wie	oben	beschrieben	aus	Lebergewebe	RNA	isoliert	und	in	cDNA	umgeschrieben,	um	anschließend	eine	PCR	durchzuführen.			Reaktionsansatz:		 	 	Red	Taq	ready	mix	 	 12,5	µl	Primer	(10	µM),	jeweils	 1	µl	cDNA	 	 	 	 1	µl	H2O	 	 	 	 9,5	µl	Annealing-Temperatur:	63°C		Das	 PCR-Produkt	 hat	 nach	 alternativem	 Spleißen	 eine	 geringere	 Größe	 und	verliert	 eine	 Schnittstelle	 für	 das	 Restriktionsenzym	 PstI.	 Dadurch	 sind	 die	beiden	Spleiß-Isoformen	zu	unterscheiden.	Ein	Verdau	mit	1	µl	PstI	pro	10	µl	PCR-Produkt	wurde	in	einem	20	µl-Ansatz	für	1,5	h	bei	37°C	durchgeführt.	Die	 Spleißisoformen	 im	 unverdauten	 und	 PstI-verdauten	 PCR-Produkt	wurden	durch	 Elektrophorese	 in	 einem	 2%	 Agarose-Gel	 aufgetrennt.	 Die	 DNA	 wurde	durch	 SYBR®-Safe	 (1:10000)	 mit	 einem	 Imaging-System	 (ChemiDoc™	 MP)	visualisiert.	
2.10. Bestimmung	von	Proteinkonzentrationen	Die	zu	analysierenden	Proteinlösungen	lagen	als	Gewebelysate	in	verschiedenen	Puffern	vor.	Die	Proteinkonzentration	wurde	unter	Verwendung	des	Kit-Systems	DC™	Protein	Assay	nach	Angaben	des	Herstellers	bestimmt.	Dazu	wurden	BSA-Standards	 in	 den	 jeweiligen	 Puffern	 verwendet.	 Die	 Messung	 der	 optischen	Dichte	 bei	 750	nm	 erfolgte	 per	 Photometer.	 Die	 Konzentrationen	 wurden	 mit	Prism	und	Excel	berechnet.	
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2.11. Immunoblot	
2.11.1. Gewebeaufschluss	Kleine	 Leber-Gewebestücke	 (ca.	 3-5	mm	 Kantenlänge)	 wurden	 in	 flüssigem	Stickstoff	schockgefroren	und	bis	zur	Verwendung	bei	-80°C	gelagert.	Die	 Gewebestücke	 wurden	 auf	 Eis	 in	 250	µl	 RIPA-Puffer	 lysiert.	 Nach	 einer	Behandlung	 für	 7	s	mit	Ultraschall	 zum	kompletten	Gewebeaufschluss	 und	 zur	Zerkleinerung	 der	 DNA	 wurden	 die	 Proben	 für	 10	min	 bei	 16000	g	 und	 4°C	abzentrifugiert.	 Der	 Überstand	 wurde	 bei	 -80°C	 eingefroren	 oder	 direkt	 zur	Proteinbestimmung	und	Elektrophorese	eingesetzt.	
2.11.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese	(PAGE)	Die	SDS-PAGE-Gele	wurden	anhand	von	Tabelle	1	selbst	hergestellt.		
Tabelle	1:	Acrylamidgele		 Sammelgel	 Trenngel		 	 8%	 10%	 12%	 14%	Acrylamid	(ml)	 0,41	 1,78	 2,23	 2,67	 3,11	H2O	(ml)	 1,93	 3,05	 2,60	 2,17	 1,72	Tris/HCl	(ml)	 0,83	 1,67	10%	SDS	(µl)	 33,3	 66,7	5%	APS	(µl)	 83,3	 100,0	TEMED	(µl)	 2,7	 3,3		Dafür	wurde	 zunächst	 das	 Trenngel	mit	 1,5	M	Tris/HCl	 (pH	8,8)	 gegossen	 und	mit	Butanol	beschichtet.	Die	Prozentigkeit	des	Gels	richtete	sich	nach	der	Größe	des	zu	untersuchenden	Proteins.	Nach	ca.	45	min	wurde	das	Butanol	abgegossen	und	 -gesaugt.	Darüber	wurde	ein	mindestens	1	cm	hohes	Sammelgel	mit	0,5	M	Tis/HCl	(pH	6,8)	gegossen	und	ein	Kamm	eingesetzt.	Die	Proben	wurden	mit	H2O	entsprechend	der	Proteinbestimmung	auf	dieselbe	Konzentration	gebracht,	anschließend	1:1	mit	2x	Proteinladepuffer	versetzt	und	
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10	min	 bei	 95°C	 erhitzt.	 Gleiche	 Mengen	 der	 Proben	 (entsprechend	 20-50	µg	Protein)	und	7	µl	Protein-Standard	wurden	daraufhin	auf	das	Gel	geladen.	Die	 Auftrennung	 erfolgte	 in	 einer	 Gelkammer,	 gefüllt	 mit	 SDS-Laufpuffer,	zunächst	bei	80	V,	dann	bei	100	V	für	insgesamt	1-2	h.	
2.11.3. Western	Blot,	semi-dry	Nach	 dem	 Auftrennen	 der	 Proteine	wurde	 das	 Gel	 aus	 der	 Halterung	 entfernt	und	das	Sammelgel	sowie	unbenutzte	Bereiche	des	Trenngels	abgetrennt.	Zuvor	wurden	 Whatman-Filterpapiere	 und	 eine	 PVDF-Membran	 auf	 das	 Gel	 zuge-schnitten.	Die	Membran	wurde	für	5	s	in	Methanol,	dann	für	15	min	in	Towbin-Puffer	 inkubiert,	 die	 Filter	 nur	 kurz	 mit	 Towbin-Puffer	 benetzt.	 Filterpapier,	Membran	und	Gel	wurden	folgendermaßen	in	einer	Blotkammer	geschichtet	und	dabei	Luftblasen	ausgestrichen:		Kathode	3x	Filterpapier	Gel	Membran	3x	Filterpapier	Anode		Die	Übertragung	der	Proteine	auf	die	Membran	erfolgte	für	30	min	bei	23	V	mit	einer	maximalen	Stromstärke	von	2,5	mA.	
2.11.4. Immundetektion	Die	 Membran	 wurde	mit	 10%	Milchpulver/TBST	 für	 1	h	 bei	 Raumtemperatur	geblockt.	 Danach	 wurde	 sie	 über	 Nacht	 bei	 4°C	 mit	 dem	 Primärantikörper	 in	10%	 BSA/TBST	 inkubiert.	 Nach	 3-maligem	 Waschen	 für	 je	 10	min	 mit	 TBST	wurde	sie	 für	1	h	bei	4°C	mit	dem	HRP-gekoppelten	Sekundärantikörper	 in	5%	Milchpulver/TBST	inkubiert.		Nach	weiteren	3	Waschschritten	wurde	die	Membran	kurz	aber	gleichmäßig	mit	Cheluminate-HRP	 PicoDetect	 benetzt	 und	 die	 Lumineszenz	 CCD-basiert	 für	 bis	zu	 20	min	 mit	 einem	 Imaging-System	 (ChemiDoc™	 MP)	 detektiert.	 Die	Bearbeitung	erfolgte	mit	der	Image	Lab	Software	und	PowerPoint.	
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2.12. Bestimmung	der	Caspasen-Aktivität	Die	 Bestimmung	 der	 Aktivität	 von	 Caspase	8,	 9	 oder	 3/7	 wurde	mit	 Hilfe	 des	Caspase-Glo®	Assays	von	Promega	nach	den	Angaben	des	Herstellers	bzw.	nach	der	Beschreibung	von	Yi	et	al.	(2006)	durchgeführt.	Kleine	(ca.	3	mm	Kantenlän-ge)	Leber-Gewebestücke	wurden	auf	Eis	in	200	µl	HE-Puffer	lysiert.	Nach	1-	bis	2-maliger	Zentrifugation	 für	10	min	bei	16000	g	und	4°C	wurde	der	Überstand	einer	 Bestimmung	 der	 Proteinkonzentration	 unterzogen	 und	 auf	 40	µg/ml	mit	HE-Puffer	verdünnt.	30	µl	der	Probe	wurden	mit	dem	Caspase-Glo-Reagenz	1:1	in	einer	weißen	96-Well-Platte	gemischt.	Nach	90	minütiger	 Inkubation	bei	RT	wurde	 die	 Lumineszenz	 im	 Mikrotiterplatten-Lesegerät	 gemessen.	 Die	Auswertung	erfolgte	mit	der	Software	Magellan	und	Excel.	
2.13. Bestimmung	von	ROS/RNS	30	mg	schwere	Leber-Gewebestücke	wurden	auf	Eis	in	200	µl	RIPA-Puffer	ohne	zugesetzte	Protease-Inhibitoren	 lysiert.	Nach	Zugabe	von	800	µl	PBS	wurde	 für	5	min	 bei	 10000	g	 und	 4°C	 zentrifugiert	 und	 50	µl	 des	 Überstands	 für	 die	ROS/RNS-Analyse	 eingesetzt.	 Zur	 späteren	 Normalisierung	 wurde	 vom	Überstand	auch	eine	Bestimmung	der	Proteinkonzentration	durchgeführt.	Die	ROS/RNS-Bestimmung	erfolgte	mit	dem	OxiSelect™	In	Vitro	ROS/RNS	Assay	Kit	 nach	 Herstellerangaben.	 Die	 Fluoreszenz	 wurde	 mittels	 Mikrotiterplatten-Lesegerät	gemessen.	
2.14. Histologie	
2.14.1. Immunhistochemie	Zur	 Immunhistochemischen	 Analyse	 wurden	 die	 Lebern	 nach	 Möglichkeit	 vor	der	Entnahme	 für	 ca.	 10	s	 über	 die	 Pfortader	mit	 kaltem	4%	Paraformaldehyd	(PFA)/PBS	 perfundiert.	 Alternativ	 wurden	 mit	 PBS	 perfundierte	 Lebern	 auf	gleiche	Weise	 verwendet.	 Etwa	 5	mm	 breite	 Streifen	wurden	 aus	 dem	 großen	Leberlappen	geschnitten	und	für	4	Tage	in	4%	PFA/PBS	bei	4°C	fixiert.	Daraufhin	wurden	die	Gewebestücke	in	0,1%	PFA/PBS	aufbewahrt	und	in	der	Arbeitsgrup-pe	 von	 Prof.	Heikenwälder	 (Institut	 für	 Virologie,	 Technische	 Universität	
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München/Helmholtz	Zentrum	München)	wie	zuvor	beschrieben	weiterverarbei-tet	 (Wolf	 et	 al.,	 2014).	 Nach	 der	 Einbettung	 in	 Paraffin	 wurden	 2	µm	 dicke	Schnitte	 angefertigt	 und	 für	 eine	 Hämatoxilin-Eosin-Färbung	 (HE)	 oder	immunhistologische	 Färbungen	 mittels	 Primär-Antikörpern	 gegen	 GFP,	gespaltene	 Caspase	3	 und	 RelA	 und	 dem	 Bond	 Refine	 Detection	 Kit	 am	 Leica	Bond-MAX	verwendet.	Die	Objektträger	wurden	mit	dem	SCN	400	slide	scanner	gescannt	und	die	Aufnahmen	wurden	per	Leica	Digital	Image	Hub	bearbeitet.	
2.14.2. Konfokale	Fluoreszenzmikroskopie	Die	 Fixierung	 des	 Lebergewebes	 erfolgte	 wie	 für	 die	 Immunhistochemie.	 Mit	dem	Vibratom	wurden	150	µm	dicke	Schnitte	angefertigt	und	in	Fluoromount	G	auf	 einem	 Objektträger	 eingedeckt.	 Mikroskopiert	 wurde	 mit	 dem	 Fluo-View	1000.	Die	Aufnahmen	wurden	mittels	Fluoview-Software	getätigt	und	mit	PowerPoint	bearbeitet.	
2.14.3. Elektronenmikroskopie	100-200	µg	 isolierte	 Mitochondrien	 wurden	 in	 konischen	 Gefäßen	 mit	quadratischem	Boden	 für	10	min,	 bei	 4°C	und	12000	g	mit	 einem	Ausschwing-rotor	 (SW	41	Ti)	 pelletiert	 und	 in	 2,5%	 Glutaraldehyd/0,1M	 Cacodylatpuffer	inkubiert.	Für	Gewebe-Aufnahmen	wurden	die	Lebern	für	1	min	mit	4%	PFA/PBS	über	die	Pfortader	 perfundiert,	 entnommen	 und	 kleine	 Gewebestücke	 aus	 dem	 großen	Leberlappen	in	2,5%	Glutaraldehyd/0,1M	Cacodylatpuffer	inkubiert.	Die	 folgenden	Schritte	wurden	von	Sabine	Schmitt	 (AG	PD	Dr.	 Zischka,	 Institut	für	 Molekulare	 Toxikologie	 und	 Pharmakologie,	 Helmholtz	 Zentrum	 Mün-chen, Deutsches	 Forschungszentrum	 für	 Gesundheit	 und	 Umwelt)	 und	 Dr.	Michaela	 Aichler	 (Institut	 für	 Pathologie,	 Helmholtz	 Zentrum	 München)	durchgeführt.	Die	Proben	wurden	mit	Osmiumsäure	nachfixiert,	mit	Ethanol	und	Propylenoxid	entwässert	und	 in	Epon	eingebettet.	Ultradünne	Schnitte	wurden	mit	Uranylacetat	und	Bleizitrat	kontrastiert	und	mit	einem	EM	10	CR	Transmis-sionselektronenmikroskop	(Zeiss,	Germany)	und	Soft	Imaging	Viewer	(Olympus	Soft	Imaging	Solutions	GmbH,	Münster,	Germany)	analysiert.	
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2.15. Isolation	von	Maus-Lebermitochondrien	Die	Mitochondrienisolation	 aus	 Lebergewebe	 von	Mäusen	wurde	 durchgehend	auf	Eis	bzw.	bei	4°C	durchgeführt.	Nach	der	Entnahme	wurde	die	Leber	 in	PBS	gewaschen,	die	Gallenblase	entfernt,	das	Lebergewebe	grob	zerschnitten	und	mit	10	ml	Isolations-Puffer	A	mit	BSA	im	Potter	S	durch	1-3	Stöße	homogenisiert.	In	einem	 Volumen	 von	 50	ml	 Isolations-Puffer	A	 mit	 BSA	 wurde	 das	 Homogenat	2-mal	für	10	min	bei	800	g	zentrifugiert,	um	Zelltrümmer	zu	entfernen,	und	der	Überstand	daraufhin	 für	10	min	bei	9000	g	 zentrifugiert,	 um	Mitochondrien	 zu	pelletieren.	 Der	 dabei	 erzeugte	 Überstand	 entsprach	 der	 zytoplasmatischen	Fraktion.	 Das	 Pellet	 wurde,	 ohne	 Luftblasen	 zu	 erzeugen,	 in	 1	ml	 Isolations-Puffer	A	 mit	 BSA	 resuspendiert	 und	 vorsichtig	 auf	 einen	 Percoll/Saccharose-Gradienten	 gegeben.	 Für	 den	 Gradienten	 wurden	 8	ml	 18%	 Percoll-Puffer	 mit	8	ml	30%	Percoll-Puffer	und	darunter	8	ml	60%	Percoll-Puffer	 in	einem	50	ml-Röhrchen	unterschichtet.	Der	Gradient	wurde	für	10	min	bei	9000	g	zentrifugiert	und	mit	einer	Pasteurpipette	die	Bande	an	der	30%/60%-Grenze	abgenommen.	Die	Mitochondrien	wurden	 daraufhin	 noch	 2-mal	mit	 IP-Puffer	 für	 10	min	 bei	9000	g	 gewaschen,	 um	 die	mitochondriale	 Fraktion	 zu	 erhalten.	 Die	 isolierten	Mitochondrien	wurden	ausschließlich	mit	1000	µl-	oder	abgeschnittenen	200	µl-Pipettenspitzen	pipettiert.	
2.16. Funktionale	Analysen	isolierter	Mitochondrien	
2.16.1. Stimulation	 isolierter	 Mitochondrien	 mit	 tBid	 zur	 Analyse	 der	
Ausschüttung	von	IMS-Proteinen	Isolierte	Mitochondrien	wurden	 nach	 dem	 Protokoll	 „Recombinant	Mouse	 BID	Cytochrome	c	Release	 Assay“	(R&D)	in	Isolations-Puffer	C	aufgenommen	und	in	einer	Konzentration	von	2,25	mg	Protein	pro	ml	verwendet.	24	µl	Mitochondrien	wurden	mit	 56	µl	Mitochondrien-Puffer	 und	 30	µl	 tBid	 (500,	 150,	 50,	 0	µM)	 in	Dilution-Puffer	gemischt,	für	30	min	bei	30°C	im	Wasserbad	inkubiert	und	dann	auf	Eis	 transferiert.	Nach	einer	5	minütigen	Zentrifugation	bei	16000	g	und	4°C	wurde	 der	 Überstand	 zur	 Analyse	 im	 Cytochrom	C	 ELISA	 oder	 Immunoblot	eingesetzt.	 Für	 die	 Analyse	 der	 maximalen	 Ausschüttung	 mitochondrialer	
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Proteine	wurden	die	Mitochondrien	nach	Inkubation	bei	30°C	für	10	min	bei	4°C	mit	 0,5%	 Triton	 X-100	 inkubiert	 und	 anschließend	 bei	 16000	g	 und	 4°C	abzentrifugiert.	Der	Überstand	wurde	zur	weiteren	Analyse	verwendet.	
2.16.2. Cytochrom	C	ELISA	Zur	 Bestimmung	 der	 Cytochrom	C	 Konzentration	 im	 Überstand	 von	 isolierten	Mitochondrien	 wurde	 das	 Rat/Mouse	 Cytochrome	c	 Quantikine	 ELISA	 Kit	 von	R&D	 nach	 Herstellerangaben	 angewendet.	 Die	 Überstände,	 die	 aus	 der	Stimulation	 isolierter	 Mitochondrien	 mit	 tBid	 hervorgegangen	 sind,	 wurden	dafür	 im	Verhältnis	1:36	verdünnt.	Der	ELISA	wurde	mit	einem	Mikrotiterplat-ten-Lesegerät	eingemessen.	
2.16.3. Bestimmung	 der	 relativen	 Sensitivität	 isolierter	 Mitochondrien	
gegenüber	Ca2+-/Bid-induzierter	Permeabilitäts-Transition	(mPT)	Die	 relative	 Sensitivität	 isolierter	 Mitochondrien	 gegenüber	 Ca2+-induzierter	mPT	wurde	 anhand	 von	 zwei	 Parametern	 bestimmt.	 Die	mPT	 geht	mit	 einem	Verlust	 des	 mitochondrialen	 Membranpotentials	 und	 einem	 Anschwellen	 der	Mitochondrien	 einher.	 Das	 Anschwellen	 der	Mitochondrien	wurde	 anhand	 der	optischen	 Dichte	 bei	 540	nm	 (OD540nm)	 der	 Mitochondriensuspension	 und	Änderungen	 im	Membranpotential	über	den	Potential-abhängigen	Fluoreszenz-farbstoff	 Rhodamin	123	 (Rh123)	 verfolgt.	 Die	 Fluoreszenz	 wurde	 mit	 einer	Anregung	 bei	 485/20	nm	 und	 Emission	 bei	 528/20	nm	 gemessen.	 Um	 die	 OD	und	Fluoreszenz	simultan	bestimmen	zu	können,	wurden	Mikrotiterplatten	mit	transparentem	 Boden	 und	 schwarzen	 Wänden	 verwendet.	 Die	 isolierten	Mitochondrien	 wurden	 mit	 Swelling-Puffer	 auf	 eine	 Proteinkonzentration	 von	3	µg/µl	 eingestellt.	 Es	 wurden	 verschiedene	 Reaktionsansätze	 mit	 je	 einem	Gesamtvolumen	von	200	µl	in	Triplikaten	pipettiert	(Tabelle	2)	und	die	Messung	mit	 dem	 Safire2	 Plattenlesegerät	 unmittelbar	 danach	 gestartet.	 Über	 100-200	min	wurde	etwa	alle	1,5	min	eine	Messung	durchgeführt.	Pro	 Reaktionsansatz	 wurden	 Mitochondrien	 entsprechend	 150	µg	 Protein	eingesetzt.	100	µM	Ca2+	 (CaCl2)	wurde	als	 Induktor	der	mPT	verwendet	und	 zügig	 jeweils	als	 Letztes	 zum	 Reaktionsansatz	 pipettiert.	 Zur	 Kontrolle	 wurden	 5	µM	
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Cyclosporin	A	 (CsA)	 als	 Inhibitor	 der	 mPT,	 und	 1	µM	 FCCP	 als	 unspezifischer	Auslöser	für	einen	Membranpotentialverlust	eingesetzt.	Analog	zu	Ca2+	wurde	das	Potential	von	100	nM	rekombinantem	tBid	untersucht,	eine	mPT	auszulösen.	
Tabelle	2:	Reaktionsansätze	für	Ca2+-/Bid-induzierte	Permeabilitäts-Transition		 Mitochondrien	 Rh123	 CsA	 FCCP	 Ca2+	 tBid	Basal:	 +	 +	 	 	 	 	Ca2+:		 +	 +	 	 	 +	 	Ca2+	+	CsA:		 +	 +	 +	 	 +	 	FCCP:		 +	 +	 	 +	 	 	tBid:		 +	 +	 	 	 	 +	tBid	+	CsA:		 +	 +	 +	 	 	 +	
2.16.4. Respirometrie	Die	 Respirometrie	 wurde	 in	 Kooperation	mit	 Dr.	 Kerstin	 Haas	 (Arbeitsgruppe	Prof.	 Dr.	 Klingenspor,	 Molekulare	 Ernährungsmedizin,	 Technische	 Universität	München)	 durchgeführt.	 Die	 mitochondriale	 Atmung	 wurde	 anhand	 des	Sauerstoffverbrauchs	 von	 Präparationen	 isolierter	 Mitochondrien	 mit	 dem	Seahorse	XFe96	Extracellular	Flux	Analyzer	untersucht.		Die	 Cartigde	 wurde	 für	 mindestens	 8	h	 mit	 XF	 Calibrant	 (XFe96	 FLuxPak)	präinkubiert.	 Isolierte	Mausleber-Mitochondrien	wurden	 in	 20	µl	 Respirations-puffer	verdünnt	und	in	einer	Menge	von	3	µg/Well	eingesetzt.	Die	Mitochondrien	wurden	 bei	 2000	x	g,	 4°C	 für	 20	min	 auf	 den	 Messplatten	 abzentrifugiert.	Während	der	Kalibrierung	der	Cartridge,	bei	der	eine	Adjustierung	der	Sensoren	in	der	Maschine	erfolgt,	wurde	 in	die	Messplatte	160	µl	Respirationspuffer	 incl.	Substrat	zu	den	Mitochondrien	pipettiert.	Dann	wurde	die	Messplatte	wurde	auf	37°C	 erwärmt,	 bis	 die	 Kalibrierung	 beendet	 war	 (15-20	min).	 Die	 Sauerstoff-konzentration	 in	 den	 Wells	 über	 die	 Zeit	 wurde	 initial	 und	 jeweils	 nach	 vier	Injektionen	entsprechend	des	Protokolls	in	Tabelle	3	gemessen.	 	
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Tabelle	3:	Protokoll	der	Messung	im	Seahorse	XFe96	Extracellular	Flux	Analyzer	
Aktion	 Zeit	(min)	 	 Fortsetzung	von	linker	Spalte	Kalibrierung	 0,00	 	 Injektion	 Port	B	Mixen	 1,50	 	 Mixen	 2,00	Warten	 3,00	 	 Messung	 3,00	Mixen	 1,50	 	 Mixen	 2,00	Warten	 3,00	 	 Messung	 3,00	Mixen	 1,50	 	 Mixen	 2,00	Messung	 3,00	 	 Injektion	 Port	C	Mixen	 2,00	 	 Mixen	 2,00	Messung	 3,00	 	 Messung	 3,00	Mixen	 1,00	 	 Mixen	 2,00	Injektion	 Port	A	 	 Messung	 3,00	Mixen	 2,00	 	 Mixen	 2,00	Messung	 3,00	 	 Injektion	 Port	D	Mixen	 2,00	 	 Mixen	 2,00	Messung	 3,00	 	 Messung	 3,00	Mixen	 2,00	 	 Mixen	 2,00	Fortsetzung	siehe	rechte	Spalte	 	 Messung	 3,00		Die	basale	Atmung	wurde	durch	das	dem	Respirationspuffer	bereits	zugesetzte	Substrat	 Succinat/Rotenon	 bzw.	 Pyruvat/Malat	 stimuliert	 und	 in	 der	 initialen	Phase	 gemessen.	 Durch	 die	 Injektion	 von	 ADP	 wurde	 die	 maximale	 ATP-Produktion	angeregt.	Die	Hemmung	der	ATP-Sythase	erfolgte	durch	Oligomycin	in	der	 folgenden	 Injektion.	Mit	der	dritten	 Injektion	wurde	durch	den	Protono-phor	 FCCP	 die	 entkoppelte	 Atmung	 angeregt.	 Schließlich	 wurde	 Antimycin	A	injiziert,	welches	den	Elektronenfluss	an	Komplex	III	blockiert	und	dadurch	die	mitochondriale	Atmung	stoppt.	Die	Atmung	wurde	als	Sauerstoffverbrauchsrate	(OCR62)	ausgedrückt	und	auf	die	Citratsynthase-Aktivität	der	Mitochondrienprä-
																																																								62	engl.:	Oxygen	consumption	rate	
III.	Material	und	Methoden		
	 57	
parationen	normalisiert.	Die	Kalkulation	der	OCR	erfolgte	automatisch	durch	die	Seahorse	XF	Software	Version	1.3.			Die	eingesetzten	Substanzen	wurden	wie	folgt	gelöst	und	bei	-20°C	aufbewahrt:	1	M	Succinat	in	H2O,	pH	7,4;	1	M	Pyruvat	in	H2O;	2.5	M	Malat	in	H2O,	pH	7.4;	1	M	ADP	 in	 H2O,	 pH	7.4; 2.5	mM	 Rotenon,	 2	mg/ml	 Oligomycin,	 2.5	mM	 FCCP,	2.5	mM	Antimycin	A,	jeweils	in	DMSO		Endkonzentrationen	der	eingesetzten	Substanzen	in	der	Messplatte:	10	mM	 Succinat;	 8	μM	 Rotenon;	 5	mM	 Pyruvat;	 5	mM	 Malat;	 6	mM	 ADP;	2.5	μg/ml	Oligomycin;	4	μM	FCCP;	4	μM	Antimycin	A	
2.16.5. Messung	der	Citratsynthase-Aktivität	Die	Probenaufbereitung	und	Analyse	der	Citratsynthase-Aktivität	wurde	von	Dr.	Kerstin	Haas	(Arbeitsgruppe	Prof.	Dr.	Klingenspor,	Molekulare	Ernährungsmedi-zin,	Technische	Universität	München)	durchgeführt.		
2.17. Statistik	Wenn	nicht	anders	gekennzeichnet,	ist	ein	repräsentativer	von	mindestens	zwei	durchgeführten	 Versuchen	 abgebildet.	 Die	 Fehlerbalken	 stellen	 bei	 Balkendia-grammen	die	Standardabweichung	(SD63),	bei	Punktdiagrammen	den	Standard-fehler	 des	Mittelwerts	 (SEM64)	 für	 die	 Gruppengröße	 (n)	 dar.	 Die	 Berechnung	der	 statistischen	 Signifikanz	 wurde	 mit	 der	 Software	 Prism	 durch	 einem	zweiseitigen	 Student’s	 t-Test	 durchgeführt	 (mit	 *=p<0,05;	 **=	 p<0,01;	 ***	 =	p<0,001;	ns=	nicht	signifikant).	
																																																								63	engl.:	standard	deviation	64	engl.:	standard	error	of	mean	
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IV. Ergebnisse	
1. Eine	 virale	 Infektion	 der	 Leber	 führt	 zur	 Sensibilisierung	
für	TNFR1-induzierte	Leberschädigung.	Zytotoxische	 T-Lymphozyten	 (CTL)	 können	 virusinfizierte	 Zielzellen	 über	verschiedene	Effektormechanismen	abtöten.	Neben	dem	Granzym/Perforin-	und	dem	Fas-vermittelten	 Zelltod	 spielt	 die	 Ausschüttung	 von	Tumornekrosefaktor	(TNF)	eine	wichtige	Rolle	 in	der	Bekämpfung	viraler	 Infektionen	der	Leber.	 So	konnten	Wohlleber	 et	 al.	 (2012)	 zeigen,	 dass	 von	 CTL	 sezerniertes	 TNF	 einen	apoptotischen	Zelltod	virusinfizierter	Hepatozyten	hervorruft.	Um	 den	 molekularen	 Mechanismus	 hinter	 dieser	 nicht-kanonischen	 CTL-Effektorfunktion	 zu	 untersuchen,	 wurde	 in	 dieser	 Arbeit	 auf	 ein	 vereinfachtes	Tiermodell	 zurückgegriffen.	 Dafür	 wurde	 die	 TNF-vermittelte	 Effektorfunktion	der	 CTL	 durch	 eine	 Injektion	 von	 rekombinantem,	 murinem	 TNF	 in	 infizierte	Mäuse	simuliert	(Wohlleber	et	al.,	2012).	Die	Infektion	der	Mäuse	erfolgte	zwei	Tage	zuvor	mit	einem	replikationsdefizienten	Adenovirus	(Ad),	welches	 für	die	Proteine	eGFP,	Ovalbumin	und	Luziferase	codiert	(AdGOL).	Um	eine	gleichmäßi-ge	Effizienz	der	Infektion	in	unterschiedlichen	Versuchsgruppen	zu	Grunde	legen	zu	können,	wurde	24	h	nach	 Infektion	 (p.i.,	 post	 infectionem)	eine	Biolumines-zenzmessung	an	den	Mäusen	durchgeführt	(Abbildung	1	A).	Die	Biolumineszenz	nach	Luziferin-Injektion	ist	von	der	Menge	des	viral	codierten	Enzyms	Luziferase	abhängig	 und	 diente	 somit	 als	 Messgröße	 für	 das	 Ausmaß	 der	 Infektion	(Stabenow	et	al.,	2010).	Die	 Konzentration	 der	 Leberenzyme	 Alanin-Aminotransferase	 (ALT)	 und	Aspartat-Aminotransferase	(AST)	im	Serum	wurde	als	Maß	für	die	Leberschädi-gung	verwendet.	Die	Infektion	mit	AdGOL	oder	TNF-Applikation	allein	bewirkten	keine	 Leberzellschädigung;	 die	 Transaminasenaktivität	 war	 vergleichbar	 mit	dem	 basalen	 Level	 ohne	 Behandlung	 (Abbildung	1	B,	C).	 Es	 zeigte	 sich	 jedoch	ein	 deutlicher	 Anstieg	 von	 AST	 und	 ALT,	 wenn	 virusinfizierten	 Mäusen	 TNF	appliziert	wurde.		
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Abbildung	1:	Eine	Virale	Infektion	sensibilisiert	für	TNF-vermittelte	Leberschädigung.	
(A)	In-vivo-Biolumineszenzmessung	 24	h	 nach	 Infektion	 (p.i.)	 mit	 dem	 für	 Luziferase	codierendem	AdGOL	(1x109	PFU).	(B)	AST-	und	(C)	ALT-Aktivität	im	Serum	von	uninfizierten	(-)	Mäusen	oder	48	h	nach	Infektion	(+)	mit	1x109	PFU	AdGOL	(n=	3	Mäuse).	Die	Messung	erfolgte	vor	 (-)	 und	 4	h	 nach	 Injektion	 von	 400	ng	 TNF	 (+).	 (D)	HE-Färbung	 von	 PFA-fixiertem	Lebergewebe	nach	Behandlung	der	Mäuse	wie	in	(B,	C).	Gezeigt	sind	repräsentative	Ausschnitte	(n=2	Mäuse);	 die	 untere	 Reihe	 zeigt	 eine	 6x	 höhere	 Vergrößerung.	 (E)	ALT-Messung	 4	h	 nach	Behandlung	von	infizierten	Mäusen	(5x108	PFU,	48	h	p.i.)	mit	den	gekennzeichneten	Dosen	TNF	(n=3	Mäuse).	(B,	C,	E)	Darstellung	von	Mittelwert	+	SD.		 	
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Da	 Serum-Transaminasen	 nur	 Biomarker	 für	 einen	 Leberschaden	 darstellen,	wurde	 das	 Lebergewebe	 auch	 histologisch	 untersucht.	 Dabei	 ließ	 sich	 eine	Zerstörung	des	Lebergewebes	nach	Infektion	in	Kombination	mit	TNF	erkennen,	während	 Infektion	 oder	 TNF	 allein	 zu	 keiner	 sichtbaren	 Schädigung	 führte	
(Abbildung	1	D).	 Im	 Rahmen	 einer	 antiviralen	 Immunantwort	 der	 Leber	korreliert	 der	 Leberschaden	 direkt	 mit	 der	 Anzahl	 an	 Virus-spezifischen	Immunzellen.	 Deshalb	 wurde	 weiterhin	 untersucht,	 ob	 das	 Ausmaß	 des	Leberschadens	 in	 diesem	vereinfachten	Modell	 einer	 CTL-Effektorfunktion	 von	der	Menge	des	applizierten	TNFs	abhängt.	Es	zeigte	sich	eine	klare	Abhängigkeit	der	 Serum-Transaminasenaktivität	 von	 der	 Menge	 an	 appliziertem	 TNF	
(Abbildung	1	E).	Der	Leberschaden	stieg	in	den	infizierten	Mäusen	bis	zu	einer	Dosis	von	400	ng	stetig	an.	Zusammengenommen	lässt	dies	darauf	schließen,	dass	eine	virale	Infektion	mit	AdGOL	Hepatozyten	 für	 eine	 zytotoxische	Wirkung	 von	 TNF	 sensibilisiert	 und	schlussendlich	zu	einem	Leberschaden	nach	TNF-Applikation	führt.	
1.1. Die	 TNF-induzierte	 virale	 Hepatitis	 kann	 durch	 unterschiedliche	
Viren	hervorgerufen	werden.	Das	verwendete	Modellvirus	AdGOL	codiert	für	eine	Kombination	verschiedener	Transgene	(eGFP,	Ovalbumin	und	Luziferase).	In	den	folgenden	Versuchen	sollte	ausgeschlossen	 werden,	 dass	 Transgen-spezifische	 Effekte	 an	 der	 Sensibilisie-rung	für	eine	TNF-induzierte	virale	Hepatitis	beteiligt	sind.	Dafür	wurden	Mäuse	mit	Adenoviren	 (AdGL,	AdLacZ,	AdmCherry)	 infiziert,	 die	für	 verschiedene	 andere	 Transgene	 codieren	 –	 eGFP	 und	 Luziferase,	β-Galactosidase	 bzw.	 mCherry.	 Die	 Applikation	 von	 TNF	 führte	 auch	 hier	 zu	einem	 Anstieg	 der	 Transaminasenaktivität	 im	 Serum	 der	 Mäuse	 (Abbil-
dung	2	A).	 Dies	 demonstriert,	 dass	 die	 Sensibilisierung	 von	 virusinfizierten	Hepatozyten	 gegenüber	 proapoptotischen	 TNF-Signalen	 nicht	 von	 der	 Art	 des	exprimierten	Transgens	abhängig	ist.	Bei	 den	 verwendeten	 Adenoviren	 handelt	 es	 sich	 um	 replikationsdefiziente,	rekombinante	 DNA-Viren.	 Durch	 den	 Einsatz	 eines	 replikationskompetenten	negativ-Strang	RNA-Virus,	dem	Lymphozytären	Choriomeningitis-Virus	(LCMV),	sollte	 untersucht	 werden,	 ob	 die	 Sensitivierung	 von	 Hepatozyten	 für	 TNF-
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vermittelten	 Zelltod	 ein	 genereller	 durch	 virale	 Infektion	 induzierter	Mechanismus	ist.	Tatsächlich	konnte	auch	nach	Infektion	mit	LCMV	durch	TNF-Injektion	ein	Leberschaden	induziert	werden	(Abbildung	2	B).		Es	 handelt	 sich	 bei	 der	 Sensibilisierung	 für	 die	 zytotoxische	Wirkung	 von	TNF	durch	 eine	 virale	 Infektion	 also	 um	 einen	 Mechanismus,	 der	 unabhängig	 vom	viral	codierten	Transgen	ist	und	auf	Viren	verschiedener	Familien	zutrifft.		
		
Abbildung	2:	Induktion	einer	TNF-vermittelten	Hepatitis	nach	Infektion	mit	unterschiedli-
chen	Viren.	
(A)	ALT-Messung	 4	h	 nach	 TNF-Injektion,	 48	h	 nach	 Infektion	 mit	 5x108	PFU	 verschiedener	Adenoviren,	die	 für	die	gekennzeichneten	Transgene	codierten.	(B)		ALT-Messung	uninfizierter	oder	LCMV-infizierter	 (1x105	PFU,	48	h	p.i.)	Mäuse,	 vor	und	4	h	nach	 Injektion	von	TNF.	 (A-B)	n=3	Mäuse,	Darstellung	von	Mittelwert	+	SD.	
1.2. Der	 TNF-induzierte	 Zelltod	 infizierter	 Hepatozyten	 wird	 über	 den	
TNF-Rezeptor	1	(TNFR1)	vermittelt.	TNF	 kann	 an	 zwei	 verschiedene	 TNF-Rezeptoren	 (TNFR),	 TNFR1	 und	 TNFR2,	binden	(Hohmann	et	al.,	1989).	Um	zu	untersuchen,	welcher	der	Rezeptoren	bei	der	 TNF-vermittelten	 viralen	 Hepatitis	 involviert	 ist,	 wurden	 Mäuse,	 denen	selektiv	 TNFR1	 bzw.	 TNFR2	 fehlt,	 infiziert	 und	 mit	 TNF	 behandelt.	 Die	TNFR2	KO-Mäuse	 entwickelten	 einen	 starken	 Leberschaden,	 vergleichbar	 mit	den	 Wildtyp-Kontrollen	 (WT).	 Im	 Gegensatz	 dazu	 konnte	 in	 den	 TNFR1	KO-Mäusen	keine	Hepatitis	ausgelöst	werden	(Abbildung	3	A).	Um	 diese	 Ergebnisse	 zu	 verifizieren,	 wurden	 zusätzliche	 Versuche	 mit	rekombinantem	humanen	TNF	(hTNF)	durchgeführt.	hTNF	aktiviert	selektiv	nur	
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den	murinen	TNFR1	(mTNFR1)	und	nicht	mTNFR2	nach	Injektion	in	eine	Maus,	während	 das	 in	 den	 sonstigen	 Experimenten	 verwendete	murine	 TNF	 (mTNF)	auf	 beide	 Rezeptoren	 wirkt	 (Lewis	 et	 al.,	 1991).	 Die	 Injektion	 von	 hTNF	 in	infizierte	Mäuse	konnte	einen	Leberschaden	induzieren	(Abbildung	3	B).	Insgesamt	 demonstriert	 dies,	 dass	 die	 TNF-induzierte	 virale	 Hepatitis	 über	TNFR1	vermittelt	wird	und	TNFR2	keine	Rolle	spielt.		
		
Abbildung	 3:	 Analyse	 der	 Beteiligung	 der	 TNF-Rezeptoren	 (TNFR)	 am	 TNF-vermittelten	
Zelltod	infizierter	Hepatozyten.	
(A)	ALT-Aktivität	 gemessen	 im	 Blut	 von	 infizierten	 (5x108	PFU	 AdGOL)	 Wildtyp-	 (WT)	 bzw.	TNFR1	oder	TNFR2	knock-out	 (KO)-Mäusen	vor	und	4	h	nach	 Injektion	von	TNF	 (n=3	Mäuse).	
(B)	ALT-Aktivität	 von	 infizierten	 Mäusen	 vor	 und	 4	h	 nach	 Injektion	 von	 je	 400	ng	 murinem	(mTNF)	oder	humanem	TNF	(hTNF)	(n=3	Mäuse).	(A-B)	Darstellung	von	Mittelwert	+	SD.	
2. Die	virale	 Infektion	bestimmt	eine	differentielle	Einleitung	
der	TNFR1-abhängigen	Signalwege.	Stimulation	 des	 TNFR1	 kann	 einerseits	 durch	 Aktivierung	 von	 NFκB	 zur	Induktion	 proinflammatorischer	 und	 antiapoptitischer	 Signalwege	 führen,	andererseits	durch	die	Aktivierung	von	Caspasen	apoptotischen	Zelltod	auslösen	(Micheau	and	Tschopp,	2003).	In	Abwesenheit	einer	viralen	Infektion	wird	durch	TNF	 keine	 Leberschädigung	 hervorgerufen,	 wohingegen	 nach	 viraler	 Infektion	und	 TNF-Stimulation	 ein	 Leberschaden	 auftritt	 (Abbildung	1).	 Dies	 legt	 die	Vermutung	 nahe,	 dass	 die	 virale	 Infektion	Veränderungen	 in	 der	 Koordination	
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der	 pro-	 und	 antiapoptotischen	 TNFR1-Signalwege	 verursacht.	 Aus	 diesem	Grunde	 wurden	 im	 Folgenden	 die	 beiden	 TNFR1-abhängigen	 Signalwege	 im	Detail	untersucht.	
2.1. TNF	 führt	 selektiv	 in	 infizierten	 Hepatozyten	 zur	 Induktion	 von	
Apoptose.	Der	 TNF-induzierte	 Leberschaden	 virusinfizierter	 Mäuse	 ist	 durch	 eine	Aktivierung	von	Caspase	3	in	infizierten	Zellen	gekennzeichnet	(Wohlleber	et	al.,	2012).	 Da	 Caspase-Inhibitoren	 diesen	 Leberschaden	 nahezu	 vollständig	verhindern	konnten,	 konnte	die	Apoptose	 als	Ursache	 für	die	Leberschädigung	bestätigt	werden	 (Gärtner,	 2011).	 Um	 den	 TNFR1-abhängigen	 Apoptosesignal-weg	 im	 Detail	 zu	 untersuchen,	 wurde	 mittels	 Immunoblot	 die	 im	 Zuge	 der	Apoptose	 stattfindende	 Enzymkaskade	 analysiert,	 die	 durch	 Spaltungen	 von	Proenzymen	in	ihre	aktiven	Formen	charakterisiert	ist.	Die	Rezeptor-vermittelte	Apoptose	wird	durch	Spaltung	der	 Initiator-Caspase	8	initiiert.	 In	 Hepatozyten	 sind	 mitochondriale	 Signale	 für	 die	 Aktivierung	 von	Effektor-Caspasen	nötig	(Gärtner,	2011;	Scaffidi	et	al.,	1998;	Yin	et	al.,	1999).	Die	Brücke	 zum	 intrinsischen,	mitochondrialen	Apoptose-Signalweg	 bildet	 hier	 die	Caspase	8-vermittelte	 Spaltung	 von	 Bid	 zu	 tBid.	 tBid	 ermöglicht	 durch	 die	Ausschüttung	 mitochondrialer	 proapoptotischer	 Proteine	 ins	 Zytoplasma	 die	Aktivierung	von	Caspase	9	und	von	Effektor-Caspasen,	wie	Caspase	3	(Luo	et	al.,	1998).	Die	Menge	 der	 Proenzyme	 Caspase	8,	 Bid,	 Caspase	9	 und	 Caspase	3	 blieb	 nach	Infektion	und	TNF-Behandlung	weitestgehend	gleich	(Abbildung	4	A).	Eine	 Spaltung	 von	Caspase	8	 (p43,	 p41,	 p18),	Bid	 (tBid),	 Caspase	9	 (p37,	 p39),	Caspase	3	(p19,	p17)	und	PARP	(p89)	konnte	hingegen	ausschließlich	nach	TNF-Applikation	 in	 virusinfizierte	 Mäuse	 detektiert	 werden	 (Abbildung	4	A).	Zusätzliche	 immunhistochemische	 Analysen	 der	 Leber	 nach	 TNF-Stimulation	zeigten	 gespaltene	 Caspase	3	 auch	 auf	 Einzelzellebene	 nur	 in	 infizierten	Hepatozyten	und	bestätigten	die	Ergebnisse	des	Immunoblots	(Abbildung	4	B).		
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Abbildung	 4:	 Untersuchung	 des	 Apoptose-Signalweges	 in	 der	 TNF-vermittelten	 viralen	
Hepatitis.	
(A)	Immunoblot	 von	 Leberlysaten	 gegen	 die	 gekennzeichneten	 Proteine,	 die	 im	 Apoptose-Signalweg	beteiligt	sind.	Die	Leberentnahme	erfolgte	an	uninfizierten	oder	infizierten	(1x109	PFU	AdGOL,	 48	h	 p.i.)	 Mäusen	 (n=	 3	 Mäuse),	 vor	 und	 1	h	 nach	 Injektion	 von	 400	ng	 TNF.	 β-Actin	fungierte	 als	 Ladekontrolle.	 (B)	Immunhistochemie	 für	 gespaltene	 Caspase	3	 (braun)	 und	 GFP	(rot)	an	Leberschnitten	von	uninfizierten	und	infizierten	(5x108	PFU	AdGOL)	Mäusen,	behandelt	wie	 in	 (A).	 GFP	 diente	 als	 Marker	 für	 AdGOL-infizierte	 Zellen.	 Es	 werden	 repräsentative	Ausschnitte	gezeigt	(n=2	Mäuse).	In	den	jeweils	linken	unteren	Ecken	wird	ein	Bildausschnitt	in	doppelter	 Vergrößerung	 dargestellt	 (C)	Lumineszenz-basierter	 Caspase-Aktivitätsassay	 mit	Leberlysaten	 von	 Mäusen,	 behandelt	 wie	 in	 (A).	 Die	 Infektion	 erfolgte	 mit	 AdLacZ.	 Jeder	Datenpunkt	 repräsentiert	 eine	 Maus,	 dargestellt	 in	 relativen	 Lumineszenz-Units	 (RLU)	 mit	Mittelwert	±	SEM.			
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Um	 nachzuweisen,	 dass	 die	 Spaltung	 der	 Caspasen	 auch	mit	 ihrer	 Aktivierung	einhergeht,	 wurde	 ein	 Caspasen-Aktivitätsassay	 durchgeführt,	 der	 auf	 der	Spaltung	 und	 Aktivierung	 eines	 Luziferin-Derivates	 durch	 Caspasen	 basiert.	Dieser	zeigte,	dass	auch	die	Aktivität	der	Caspasen	8,	9	und	3/7	einzig	nach	TNF-Injektion	 infizierter	 Tiere	 im	 Vergleich	 zu	 unbehandelten	 Mäusen	 erhöht	 war	
(Abbildung	4	C).	Zusammenfassend	 lässt	 sich	 feststellen,	 dass	 der	 proapoptotische	 TNFR1-Signalweg	 in	 uninfizierten	 Hepatozyten	 nicht	 initiiert	 wurde	 bzw.	 schon	oberhalb	der	Initiator-Caspase	8-Aktivierung	blockiert	war.	Nur	in	Kombination	mit	einer	viralen	Infektion	konnte	TNF	eine	Caspase	8-Aktivierung	und	somit	die	Einleitung	der	apoptotischen	Kaskade	bewirken.	
2.2. TNF	 initiiert	 antiapoptotische	 /	 proinflammatorische	 Signaltrans-
duktion	in	uninfizierten	und	ebenso	in	infizierten	Hepatozyten.	Es	 ist	 bekannt,	 dass	 eine	 Inhibition	 der	 TNFR1-abhängigen	 NFκB-Signaltransduktion	 -	 und	 der	 damit	 verbundenen	 Expression	 antiapoptitischer	Gene	 -	 einen	 apoptotischen	 Ausgang	 der	 TNFR1-Signaltransduktion	 begünstigt	(Kreuz	 et	 al.,	 2001;	 Van	 Antwerp	 et	 al.,	 1996).	 Dementsprechend	 sollte	 hier	untersucht	werden,	ob	eine	virale	Infektion	der	Hepatozyten	eine	Einschränkung	der	NFκB-Aktivierung	bewirkt.	Der	 NFκB-Inhibitor-α	 (IκBα)	 bindet	 NFκB	 im	 Zytoplasma	 und	 verhindert	dadurch	 dessen	 Translokation	 in	 den	 Kern.	 Im	 Zuge	 der	 kanonischen	 NFκB-Aktivierung	 über	 den	 TNFR1	 wird	 IκBα	 phosphoryliert	 und	 proteasomal	degradiert	 (Wajant	 and	 Scheurich,	 2011).	 Dies	 erlaubt	 die	 Translokation	 von	freiem	NFκB	in	den	Zellkern	und	die	Transkription	von	NFκB-abhängigen	Genen.	Somit	 kann	 die	 Aktivierung	 des	 NFκB-Signalweges	 auf	 verschiedenen	 Ebenen	untersucht	werden.	Im	 ersten	 Schritt	 wurde	 die	 Degradation	 von	 IκBα	 mittels	 Immunoblot	nachgewiesen.	Erstaunlicherweise	ist	 im	Lebergewebe	infizierter	Mäuse	bereits	15	min	 nach	 TNF-Gabe	 die	 gleiche	 Reduktion	 von	 IκBα	 zu	 beobachten	wie	 im	Lebergewebe	uninfizierter,	TNF-behandelter	Mäuse	(Abbildung	5	A).	Zusätzlich	 wurden	 immunhistochemische	 Färbungen	 der	 NFκB-Untereinheit	RelA	in	Leberschnitten	nicht	infizierter	und	infizierter	Mäuse	45	min	nach	TNF-	
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Abbildung	5:	Untersuchung	der	TNF-induzierten	NFκB-Aktivierung	nach	viraler	Infektion.	
(A)	Immunoblot	von	Leberlysaten	gegen	 IκBα,	das	 im	Zuge	der	kanonischen	NFκB-Aktivierung	abgebaut	wird.	Die	Leberentnahme	erfolgte	an	uninfizierten	und	infizierten	(1x109	PFU	AdGOL,	48	h	p.i.)	Mäusen,	vor	und	15	min	nach	Injektion	von	TNF	(n=3	Mäuse	).	(B)	Immunhistochemie	für	 die	NFκB-Untereinheit	 RelA	 (braun)	 und	GFP	 (rot)	 an	 Leberschnitten	 von	Mäusen	 infiziert	mit	5x108	PFU	AdGOL	wie	in	(A),	vor	und	45	min	nach	TNF-Injektion.	GFP	diente	als	Marker	für	AdGOL-infizierte	 Zellen.	 Es	 werden	 repräsentative	 Ausschnitte	 gezeigt	 (n=2	 Mäuse).	 In	 den	jeweils	 linken	 unteren	 Ecken	 wird	 ein	 Bildausschnitt	 in	 doppelter	 Vergrößerung	 dargestellt.	
(C)	Bestimmung	der	mRNA-Level	von	a20	und	ciap1	normalisiert	zu	gapdh	mittels	qRT-PCR	von	Lebergewebe.	Leberentnahme	nach	 Infektion	wie	 in	 (A);	ohne	 (0),	1	h	und	2	h	 (1	bzw.	2)	nach	TNF-Injektion.	Jeder	Datenpunkt	repräsentiert	eine	Maus,	dargestellt	mit	Mittelwert	±	SEM.		Gabe	angefertigt.	Infizierte	Zellen	wurden	durch	eine	Färbung	des	viral	codierten	GFPs	kenntlich	gemacht	(rot).	RelA	(braun)	zeigte	in	unstimulierten	Hepatozyten	(ohne	TNF-Gabe)	eine	zytoplasmatische	Lokalisation	(Abbildung	5	B).	Jedoch	ist	nach	 TNF-Stimulation	 in	 uninfizierten	 und	 infizierten	 Zellen	 eine	 nukleäre	Translokation	 von	 RelA	 in	 fast	 allen	 Zellen	 zu	 beobachten,	was	 konsistent	mit	dem	Abbau	von	IκB	ist.	
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Letztendlich	 wurde	 auch	 die	 transkriptionelle	 Aktivität	 von	 NFκB	 analysiert.	Dazu	 wurde	 das	mRNA-Level	 der	 NFκB-Zielgene	 ciap1	 und	 a20	 (Krikos	 et	 al.,	1992;	 Wang	 et	 al.,	 1998)	 im	 Lebergewebe	 eine	 und	 zwei	 Stunden	 nach	 TNF-Stimulation	 mittels	 quantitativer	 reverse	 Transkriptase-PCR	 (qRT-PCR)	bestimmt.	 ciap1	 und	 a20	 zeigten	 nach	 Stimulation	 einen	 Anstieg	 mit	 unter-schiedlicher	Kinetik,	wobei	das	ciap1-Level	zwei	Stunden	nach	TNF	noch	weiter	zunahm,	während	a20	nach	einer	Stunde	ein	Maximum	zeigte	(Abbildung	5	C).	Auch	 in	 der	 Expression	 dieser	 Gene	 ist	 kein	 Unterschied	 zwischen	 infiziertem	und	uninfiziertem	Lebergewebe	auszumachen.	Alle	drei	untersuchten	Parameter	zeigen,	dass	TNF	gleichermaßen	in	infizierten	und	 uninfizierten	Hepatozyten	 proinflammatorische	 TNFR1-Signaltransduktion	stimuliert	 und	 somit	 die	 virale	 Infektion	 keine	 Einschränkung	 der	 NFκB-Aktivierung	bewirkt.	
2.3. Der	 Zeitverlauf	 der	TNFR1-Signaltransduktion	 in	 uninfizierten	und	
infizierten	Mäusen	ist	gleich.	Die	vorigen	Experimente	zeigen,	dass	TNF	in	infizierten	Mäusen	sowohl	pro-	als	auch	 antiapoptotische	 Signale	 induziert.	 Als	 Resultat	 dieser	 gegensätzlichen	TNF-induzierten	 Signale	 zeigt	 sich	 jedoch	 der	 Zelltod	 infizierter	 Hepatozyten.	Dies	 könnte	 sich	 daraus	 ergeben,	 dass	 die	 Caspasen-Aktivierung	 den	 anti-apoptotischen	NFκB-Signalen	vorausgeht.	Im	nächsten	Schritt	wurde	deshalb	die	Caspasen-	und	NFκB-Aktivierung	im	Zeitverlauf	nach	TNF-Injektion	untersucht.	Auch	 bei	 dieser	 detaillierten	 Betrachtung	 per	 Immunoblot	 ergibt	 sich	 kein	Unterschied	 zwischen	 den	 uninfizierten	 und	 infizierten	 Tieren	 bezüglich	 der	NFκB-Signaltransduktion:	15	min	nach	TNF-Injektion	zeigte	sich	in	beiden	Fällen	bereits	 eine	maximale,	 fast	 komplette	 Degradation	 von	 IκBα	 (Abbildung	6	A).	Entsprechend	kann	 zu	diesem	Zeitpunkt	 kaum	phosphoryliertes	 IκBα	 (P-IκBα)	detektiert	werden.	30	und	45	min	nach	Stimulation,	wenn	die	totale	IκBα-Menge	stetig	wieder	zunahm,	war	auch	mehr	P-IκBα	zu	erkennen.	1	h	nach	TNF	hatte	die	 IκBα-Menge	 das	 Ausgangsniveau	 ohne	 Stimulation	 noch	 nicht	 wieder	erreicht.	Die	 Spaltung	 von	 Caspasen	 konnte	 nach	 TNF-Stimulation	 wie	 erwartet	 nur	 in	infizierten	Tieren	festgestellt	werden	(Abbildung	6	B).	Während	15	und	30	min	
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nach	 TNF	 die	 Caspase	8-Spaltfragmente	 noch	 sehr	 schwach	 zu	 detektieren	waren,	 war	 45	 und	 60	min	 nach	 TNF	 ein	 deutlicher	 Anstieg	 auszumachen.	Spaltfragmente	von	Caspase	9,	Caspase	3	und	PARP	waren	erstmalig	nach	45	min	zu	erkennen.	Insgesamt	betrachtet,	widersprechen	diese	Ergebnisse	der	Vermutung,	dass	die	Caspasen-Aktivierung	 der	 NFκB-Aktivierung	 vorausgeht.	 Vielmehr	 war	 zu	beobachten,	dass	die	Aktivierung	von	NFκB	nach	TNFR1-Stimulation	sehr	schnell	erfolgt,	 während	 die	 Caspasen-Aktivierung	 langsamer	 verläuft	 und	 durch	 eine	graduelle	Steigerung	ausgezeichnet	ist.		
		
Abbildung	6:	Betrachtung	der	TNFR1-Signaltransduktion	im	Zeitverlauf.	
(A-B)	Immunoblot	 von	 vereinigten	 Leberlysaten	 (n=3	 Mäuse)	 gegen	 Marker	 für	 NFκB-Aktivierung	(A)	und	für	proapaptotische	Signaltransduktion	(B).	Die	Leberentnahme	erfolgte	an	uninfizierten	und	infizierten	(1x109	PFU	AdGOL,	48	h	p.i.)	Mäusen	zu	den	indizierten	Zeitpunkten	nach	Injektion	von	TNF.	 	
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2.4. Verschiedene	 TNFR1-Signaltransduktionswege	 laufen	 parallel	 in	
einer	Zelle	ab.	
Abbildung	4	B	 zeigt,	 dass	 nur	 einzelne	 der	 infizierten	Hepatozyten	 nach	TNF-Applikation	 positiv	 für	 gespaltene	 Caspase	3	waren.	 Gleichzeitig	war	 die	 RelA-Translokation	ungleichmäßig	stark	und	nicht	 in	allen	Hepatozyten	zu	beobach-ten	(Abbildung	5	B).	Entsprechend	 stellt	 sich	 die	 Frage,	 ob	 beide	 Ereignisse	 parallel	 im	 selben	Hepatozyten	 ablaufen	 oder	 ob	 Caspase	3-Aktivierung	 ausschließlich	 in	 genau	den	Hepatozyten	erfolgt,	 in	denen	die	RelA-Translokation	ausbleibt	oder	nur	in	geringem	Maße	stattfindet.		
		
Abbildung	 7:	 Kombinierte	 Analyse	 der	 TNF-abhängigen	 Caspase-	 und	 NFκB-Aktivierung	
auf	Einzelzellebene.	Immunhistochemie	 für	 die	NFκB-Untereinheit	 RelA	 (braun)	 und	 gespaltene	 Caspase	3	 (rot)	 an	Leberschnitten	 von	 uninfizierten	 und	 infizierten	 (5x108	PFU	 AdGOL,	 48	h	p.i.)	 Mäusen	 zu	 den	indizierten	Zeitpunkten	nach	TNF-Injektion.	Es	werden	repräsentative	Ausschnitte	gezeigt	(n=2	Mäuse).	In	den	jeweils	linken	unteren	Ecken	wird	ein	Bildausschnitt	in	doppelter	Vergrößerung	dargestellt.	 	
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Um	diese	 Frage	 zu	 beantworten,	wurde	 eine	 immunhistochemische	Doppelfär-bung	 von	 RelA	 (braun)	 und	 gespaltener	 Caspase	3	 (rot)	 angefertigt.	 Es	 ist	 zu	erkennen,	dass	gespaltene	Caspase	3	und	eine	starke	nukleäre	Färbung	für	RelA	in	 der	 selben	 Zelle	 auftraten	 (Abbildung	7).	 Da	 NFκB	 die	 Transkription	antiapoptotischer	Gene	 initiiert,	 lässt	sich	schlussfolgern,	dass	antiapoptotische	und	proapoptotische	TNF-vermittelte	 Signaltransduktion	parallel	 in	 einer	 Zelle	ablaufen.	
3. Die	 Sensibilisierung	 für	 TNF-vermittelte	 Apoptose	 nach	
viraler	 Infektion	 basiert	 nicht	 auf	 einer	 Reduktion	 von	
antiapoptotischen	Schlüsselproteinen.	Diverse	 antiapoptotische	 Proteine	 regulieren	 auf	 verschiedenen	 Ebenen	 den	proapoptotischen	TNFR1-Signalweg.	Da	nach	viraler	Infektion	die	Einleitung	des	proapoptotischen	Signalweges	begünstigt	wird,	 liegt	es	nahe,	zu	überprüfen,	ob	die	Expression	von	antiapoptotischen	Schlüsselproteinen	nach	viraler	 Infektion	reduziert	ist.	Die	 Kontrolle	 über	 die	 sequentielle	 Bildung	 der	 TNFR-Komplexe	 unterliegt	Ubiquitinligasen	 wie	 cIAP1	 und	 2	 (Haas	 et	 al.,	 2009).	 Sie	 fördern	 die	 NFκB-Aktivierung	 durch	 Komplex	I,	 während	 sie	 die	 Einleitung	 der	 Apoptose	inhibieren	(Varfolomeev	et	al.,	2008).	So	wurde	ein	Verlust	von	cIAP1	und	2	mit	der	 Bildung	 von	 Komplex	II	 und	 der	 Induktion	 von	 Apoptose	 in	 Verbindung	gebracht	 (Petersen	 et	 al.,	 2007;	 Varfolomeev	 et	 al.,	 2007;	 Wang	 et	 al.,	 2008).	
Abbildung	8	A	zeigt	die	Expression	von	cIAP1	in	uninfizierten	Lebern	und	48	h	nach	 Infektion	 mittels	 Immunoblot.	 Das	 62-70	kDa	 große	 Protein	 war	 nach	Infektion	 in	 seiner	 Expression	 nicht	 vermindert.	 In	 Übereinstimmung	 damit	konnte	 bereits	 in	 Abbildung	5	C	 gezeigt	 werden,	 dass	 die	 mRNA-Menge	 von	ciap1	durch	eine	virale	Infektion	nicht	beeinflusst	wurde.	
IV.	Ergebnisse		
	 71	
		
Abbildung	8:	Expression	antiapoptotischer	Schlüsselproteine	nach	viraler	Infektion.	
(A-D)	Immunoblot	 mit	 Leberlysaten	 von	 uninfizierten	 und	 infizierten	 (1x109	PFU	 AdGOL,	48	h	p.i.)	 Mäusen	 gegen	 die	 Proteine	 cIAP1	(A),	 TRAF2	(B),	 cFLIPL	(C)	 und	 XIAP	(D).	 GAPDH	diente	 jeweils	 als	 Ladekontrolle.	 Als	 Kontrolle	 für	 cFLIP	 wurde	 eine	 Probe	 mit	 adenoviral	überexprimiertem	 cFLIP	 (AdFLIP)	 und	 als	 Kontrolle	 für	 XIAP	 eine	 Probe	 einer	 XIAP	KO-Maus	verwendet.		TRAF2	ist	als	Adaptermolekül	für	die	Rekrutierung	und	Stabilisierung	von	cIAP1	und	cIAP2	verantwortlich.	Entsprechend	wurde	auch	das	Fehlen	von	TRAF2	mit	erhöhtem	Aufkommen	von	Apoptose	assoziiert	(Csomos	et	al.,	2009;	Tada	et	al.,	2001;	Vince	et	al.,	2009).	Im	Immunoblot	war	allerdings	ein	Anstieg	von	TRAF2	nach	 Infektion	 zu	 erkennen	 (Abbildung	8	B),	 was	 einer	 Förderung	 des	apoptotischen	Signalweges	vielmehr	widerspricht.	Des	Weiteren	wurde	 die	 Auswirkung	 einer	 viralen	 Infektion	 auf	 das	 Expressi-onsniveau	der	zellulären	Caspase-Inhibitoren	cFLIP	und	XIAP	untersucht.	cFLIP	inhibiert	 die	 Aktivierung	 von	 Caspase	8	 im	 Komplex	II	 (Micheau	 and	 Tschopp,	2003).	 So	 können	 Transkriptions-	 oder	 Translationsinhibitoren,	 welche	 die	NFκB-abhängige	Expression	von	cFLIP	vermindern,	die	Einleitung	von	Apoptose	nach	TNF-Stimulation	begünstigen	(Kreuz	et	al.,	2001).	XIAP	greift	weiter	distal	im	Apoptose-Signalweg	ein,	wo	es	die	Caspasen	3,	7	und	9	direkt	inhibieren	kann	(Eckelman	 et	 al.,	 2006;	 Scott	 et	 al.,	 2005;	 Shiozaki	 et	 al.,	 2003).	 Immunoblots	zeigen,	 dass	 die	Mengen	 von	 cFLIPL,	einer	 Spleiß-Isoform	 von	 cFLIP,	 und	 XIAP	nach	Infektion	konstant	blieben	(Abbildung	8	C	und	D).	Insgesamt	 waren	 die	 Proteinmengen	 der	 untersuchten	 antiapoptotischen	Proteine	nach	viraler	Infektion	nicht	vermindert.	 	
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Durch	 die	 direkte	 Hemmung	 von	 Effektor-Caspasen	 hat	 XIAP	 ein	 großes	Potential	 zur	 Inhibition	 von	 Apoptose.	 Die	 Beeinflussung	 von	 Apoptose	 durch	Manipulation	der	XIAP-Menge	steht	deshalb	im	Fokus	aktueller	Studien	(Obexer	and	Ausserlechner,	2014).	Im	folgenden	sollte	untersucht	werden,	ob	durch	ektopische	Überexpression	von	XIAP	 eine	 Inhibition	 der	 TNF-induzierten	 viralen	 Hepatitis	 erreicht	 werden	könne.	Dafür	wurde	ein	Adenovirus	verwendet,	das	für	XIAP	unter	der	Kontrolle	des	 CMV-Promotors	 codiert	 (AdXIAP).	 Dieses	 wurde	 Mäusen	 in	 einer	 Ko-Infektion	zusammen	mit	AdLacZ	injiziert.	Durch	 eine	 Ko-Infektion	 wird	 erreicht,	 dass	 einzelne	 Hepatozyten	 mit	 den	verschiedenen	 Viren	 gleichzeitig	 infiziert	 werden.	 Dies	 wurde	 beispielhaft	 für	zwei	 Adenoviren,	 die	 für	 unterschiedliche	 Fluoreszenz-Proteine	 codieren,	gezeigt	(Abbildung	9	A).	Die	Überexpression	von	XIAP	durch	AdXIAP	zeigte	sich	in	einer	erhöhten	XIAP-Proteinmenge	 im	 Immunoblot	 (Abbildung	9	B).	 Wie	 erwartet	 führte	 die	 TNF-Behandlung	 von	 AdLacZ-infizierten	 Mäusen	 zur	 Spaltung	 und	 Aktivierung	 der	Caspasen	8	und	3.	Die	gleichzeitige	Infektion	mit	nur	1x108	PFU	AdXIAP	schützte	jedoch	 vor	 der	 durch	 5x108	PFU	 AdLacZ	+	TNF	 verursachten	 Spaltung	 von	Caspase	8	 zu	 p43	 und	 p18.	 Die	 Spaltung	 von	 Caspase	3	 in	 das	 aktive	p17-Fragment	 wurde	 ebenfalls	 unterbunden,	 während	 die	 Spaltung	 zum	p19-Fragment	noch	zu	beobachten	war	(Abbildung	9	B).	Folglich	inhibierte	die	Ko-Infektion	 mit	 AdXIAP	 vollständig	 die	 Aktivierung	 der	 Caspase	3	 und	 8	
(Abbildung	9	C).	Das	ist	überraschend,	denn	nur	für	Caspase	3,	7	und	9	ist	eine	direkte	Inhibition	durch	XIAP	bereits	bekannt.	Diese	Ergebnisse	warfen	die	Frage	auf,	ob	eine	Inhibition	oder	Deletion	von	XIAP	ausreichend	 ist,	 um	eine	 Sensibilisierung	der	Hepatozyten	 für	TNF-induzierten	Zelltod	–	in	Abwesenheit	von	viraler	Infektion	–	zu	bewirken.	Um	dies	zu	klären,	wurden	 XIAP	KO-Mäuse	 verwendet.	 XIAP	KO-Mäuse	 zeigten	 nach	 TNF-Applikation	allein	allerdings	keine	Spaltung	von	Caspasen	(Abbildung	9	D).	
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Abbildung	 9:	 Einfluss	 einer	 Manipulation	 der	 XIAP-Expression	 auf	 die	 TNF-induzierte	
Caspasen-Aktivierung.	
(A)	 Fluoreszenzmikroskopische	 Aufnahmen	 von	 Lebergewebe	 48	h	 nach	 Ko-Infektion	 mit	 je	5x108	PFU	AdtdTomato	und	AdGOL.	Das	Fluoreszenzsignal	der	viral	codierten	Proteine	wird	 in	rot	 (tdTomato)	 und	 grün	 (eGFP)	 dargestellt,	 eine	 Überlagerung	 in	 gelb.	 (B)	Immunoblot	 mit	Leberlysaten	von	WT-Mäusen	48	h	nach	Infektion	mit	5x108	PFU	AdLacZ	bzw.	Ko-Infektion	mit	1x108	PFU	AdXIAP,	 1	h	 nach	TNF-Injektion	wie	 gekennzeichnet.	 *	 unspezifische	Bande.	 β-Actin	diente	 als	 Ladekontrolle.	 (C)	Lumineszenz-basierter	 Caspase-Aktivitätsassay	 mit	 Leberlysaten	analog	 zu	 (B).	 Jeder	 Datenpunkt	 repräsentiert	 eine	 Maus,	 dargestellt	 mit	 Mittelwert	 ±	 SEM.	
(D)	Immunoblot	mit	 Leberlysaten	 von	WT-	 und	 XIAP	KO-Mäusen.	 Die	 Leberentnahme	 erfolgte	1	h	nach	TNF-Injektion	in	uninfizierte	und	infizierte	(5x108	PFU	AdLacZ,	48	h	p.i.)	Mäuse.	β-Actin	diente	als	Ladekontrolle.	
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Zusammenfassend	lässt	sich	feststellen,	dass	die	Sensibilisierung	der	Hepatozy-ten	 für	 TNF-vermittelte	 Apoptose	 nicht	 durch	 einen	 Einfluss	 der	 viralen	Infektion	auf	die	Proteinmengen	von	cIAP,	TRAF2,	FLIP	und	XIAP	erklärt	werden	kann.	Obwohl	eine	virale	Überexpression	von	XIAP	zur	Inhibition	der	Caspasen-Aktivität	 führte,	 war	 dessen	 Deletion	 nicht	 ausreichend,	 um	 die	 Caspasen-Aktivierung	durch	TNF	zu	bewirken.	
4. Hepatozyten	 reagieren	 mit	 der	 Induktion	 von	 Stress-
Antworten	auf	eine	virale	Infektion.	
4.1. Die	Sensibilisierung	für	TNF-vermittelten	Zelltod	ist	unabhängig	von	
klassischen	innaten	Immunrezeptoren.	In	 den	 bisherigen	 Untersuchungen	 wurden	 die	 Auswirkungen	 der	 viralen	Infektion	 auf	 die	 TNF-Signaltransduktion	 in	 Hepatozyten	 analysiert.	 Der	Sensibilisierung	für	die	proapoptotische	TNF-Signaltransduktion	durch	die	virale	Infektion	muss	eine	Erkennung	des	Virus	durch	die	Zelle	zu	Grunde	liegen.		Zellen	 detektieren	 Pathogene	 anhand	 von	 hochkonservierten	 molekularen	Merkmalen	 über	 Strukturerkennungs-Rezeptoren	 (PRR).	 Dazu	 gehören	membrangebundene	 PRR,	 die	 Toll-like-Rezeptoren	 (TLR),	 sowie	 zytosolische	Nukleinsäure-Sensoren	(Wu	and	Chen,	2014).	Auch	Hepatozyten	exprimieren	eine	Vielzahl	von	PRR,	die	unter	anderem	virale	Strukturen,	wie	Nukleinsäuren	oder	Proteine,	erkennen	können	(Broering	et	al.,	2011;	Petrasek	et	al.,	2013;	Wu	and	Chen,	2014).	Es	wäre	also	möglich,	dass	eine	Erkennung	der	Viren	über	PRR	die	Sensibilisierung	der	Hepatozyten	hervorruft.	Um	dies	zu	untersuchen,	wurden	transgene	Mäuse	verwendet,	denen	PRR	oder	Schlüsselkomponenten	in	deren	Signalwegen	fehlen.	Die	TLR-Signaltransduktion	ist	abhängig	von	den	Adaptermolekülen	TRIF65	und	MyD8866		(Broering	et	al.,	2011).	TRIF	und	MyD88	knockout	(KO)	-Mäuse	zeigten	nach	 Infektion	 und	 TNF-Applikation	 einen	 ALT-Anstieg	 vergleichbar	 mit	 den	
																																																								65	engl.:	TIR-domain-containing	adapter-inducing	interferon-β	66	engl.:	myeloid	differentiation	primary	response	88	
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WT-Kontrollen	(Abbildung	10	A,	B),	sodass	eine	Rolle	von	TLR	ausgeschlossen	werden	kann.	Neben	 TLR	 umfassen	 die	 PRR	 auch	 zytosolische	 Nukleinsäure-Sensoren,	 zu	denen	 STING	 und	 MDA-5	 gehören	 (Wu	 and	 Chen,	 2014).	 Deren	 Fehlen	 führt	ebenfalls	zu	keiner	Reduktion	des	Leberschadens	(Abbildung	10	C,	D).	Die	 Stimulation	 von	 PRR	 bewirkt	 mittels	 transkriptioneller	 Regulation	 von	inflammatorischen	 Zytokinen,	 wie	 Typ-I	 Interferonen	 (IFN),	 oder	 durch	Aktivierung	 von	 Caspase	1	 in	 einem	 als	 Inflammasom	 bezeichneten	 Multi-proteinkomplexes	 die	 Einleitung	 antimikrobieller	 und	 -viraler	 Antworten.	Darüber	 hinaus	 kann	 Caspase-1	 eine	 als	 Pyroptose	 bezeichnete	 Zelltodform	einleiten	 (Wu	 and	 Chen,	 2014).	 Um	 die	 Beteiligung	 dieser	 PRR-Effektorfunktionen	 auszuschließen,	 wurden	 KO-Mäuse	 für	 den	 Typ-I	 IFN-Rezeptor	(IFNAR)	und	für	ASC,	einen	essentiellen	Bestandteil	des	Inflammasoms,	infiziert	 und	mit	 TNF	 behandelt.	 Auch	 IFNAR	 und	 ASC	KO-Mäuse	 entwickelten	eine	Hepatitis	vergleichbar	mit	den	WT-Kontrollen	(Abbildung	10	E,	F).		Insgesamt	konnte	 also	 in	 allen	untersuchten	PRR-assoziierten	KO-Mäusen	 eine	virale,	 TNF-vermittelte	 Leberschädigung	 hervorgerufen	 werden.	 Entsprechend	deuten	 diese	 Ergebnisse	 darauf	 hin,	 dass	 eine	 Erkennung	 struktureller	Komponenten	des	Virus	über	PRR	nicht	notwendig	ist,	um	eine	Sensibilisierung	der	Hepatozyten	zu	bedingen.			
		
Abbildung	10:	Untersuchung	der	Rolle	von	PRR	in	der	TNF-vermittelten	viralen	Hepatitis.	
(A-F)	ALT-Aktivitätsmessung	im	Blut	von	WT-Kontrollen	und	Mäusen	mit	gekennzeichnetem	KO	(n=3	Mäuse).	Blutentnahme	4	h	nach	TNF-Injektion,	48	h	nach	 Infektion	mit	5x108	PFU	AdGOL.	Darstellung	von	Mittelwert	+	SD.	
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4.2. Die	 virale	 Infektion	 geht	 mit	 der	 Induktion	 zellulären	 Stresses	
einher.	Im	vorigen	Abschnitt	konnte	keine	Beteiligung	von	PRR	an	der	Sensibilisierung	für	 eine	 TNF-vermittelte	 virale	 Hepatitis	 nachgewiesen	 werden.	 Da	 diese	Sensibilisierung	durch	sehr	unterschiedliche	Viren	ausgelöst	werden	kann	(siehe	Abschnitt	IV.1.1),	 liegt	 ihr	wahrscheinlich	ein	universeller	Effekt	 zu	Grunde.	 Im	Gegensatz	 zur	 gezielten	 Erkennung	 von	 Pathogenen	 durch	 PRR	 löst	 eine	unspezifische	 Störung	 der	 zellulären	 Homöostase,	 mit	 der	 virale	 Infektionen	häufig	einher	gehen,	eine	generelle	Stress-Antwort	in	den	infizierten	Zellen	aus.	Diese	 Stress-Antwort	 sind	 Signale,	 die	 der	Wiederherstellung	 der	 Homöostase	oder	 -	 bei	 schweren	 Störungen	 -	 der	 Einleitung	 von	 Zelltod	 dienen	 sollen	(Galluzzi	et	al.,	2012a).	 Im	folgenden	sollte	deshalb	untersucht	werden,	ob	eine	adenovirale	 Infektion	 der	 Leber	 mit	 zellulärem	 Stress	 bzw.	 Stress-Antworten	einhergeht.		Virale	 Infektionen	 können	 wegen	 der	 massiven	 Produktion	 viraler	 Proteine	einen	Auslöser	für	ER-Stress	darstellen	(He,	2006).	Im	Falle	des	in	dieser	Arbeit	verwendeten	 Adenovirus	 ist	 durch	 die	 Deletion	 der	 E1-	 und	 E3-Region	 die	Produktion	 viraler	 Proteine	 extrem	 herabgesetzt	 (Danthinne	 and	 Imperiale,	2000).	 Trotzdem	 ist	 eine	 Induktion	 von	 ER-Stress	 durch	 eine	 extensive	Produktion	der	adenoviral	codierten	Transgene	wie	eGFP/Ovalbumin/Luziferin	(im	Falle	 von	AdGOL)	bzw.	 β-Galactosidase	 (im	Falle	 von	AdLacZ)	denkbar,	 da	diese	unter	der	Kontrolle	des	starken	CMV-Promoters	stehen.	Um	 zu	 überprüfen,	 ob	 die	 virale	 Infektion	 ER-Stress	 induziert,	 wurden	verschiedene	ER-Stress-Marker	mittels	Immunoblot	untersucht.	PERK	ist	an	der	Initiation	 der	 ER-Stress-Antwort	 beteiligt.	 Die	 Hochregulation	 des	 Chaperons	GRP78	 und	 eine	 Inhibition	 der	 Translation	 durch	 Phosphorylierung	 von	 eIF2α	(P-eIF2α)	dienen	der	Adaption	an	ER-Stress,	während	der	Transkriptionsfaktor	CHOP	Apoptose	begünstigt	(Malhi	and	Kaufman,	2011).	Als	Positiv-Kontrolle	für	ER-Stress	 wurden	 Mäuse	 mit	 Tunicamycin	 behandelt,	 einem	 Inhibitor	 der	Protein-Glykosylierung	 (Kondoh	 et	 al.,	 2004).	 Im	 Vergleich	 zur	 Tunicamycin-Behandlung	war	durch	Infektion	mit	AdGOL	keine	eindeutige	Erhöhung	der	ER-Stress-Marker	zu	erkennen	(Abbildung	11	A).	
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Abbildung	11:	Induktion	zellulären	Stresses	durch	eine	virale	Infektion.	
(A-B)	Leberentnahme	von	unbehandelten	Mäusen	(0)	und	zu	den	gekennzeichneten	Zeitpunkten	nach	Infektion	mit	1x109	PFU	AdGOL	oder	nach	Injektion	von	Tunicamycin.	(n=3	Mäuse,	gezeigt	ist	exemplarisch	nur	n=1).	(A)	Immunoblot	mit	Leberlysaten	für	verschiedene	ER-Stress-Marker.	
(B)	mRNA-Isolation	aus	Lebergewebe	und	anschließende	cDNA-Synthese	und	PCR	mit	Primern	gegen	 XBP1.	 Gelelektrophorese	 ohne	 (oben)	 und	 mit	 (unten)	 vorherigem	 Verdau	 des	 PCR-Produkts	 durch	 Pst	I.	 Ungespleißte	 (u)	 und	 alternativ	 gespleißte	 (s)	 Formen	 von	 XBP1	 sind	anhand	 ihrer	 Größe	 und	 der	 Schnittstelle	 für	 Pst	I	 zu	 unterscheiden.	 (C)	Immunoblot	 mit	Leberlysaten	uninfizierter	und	infizierter	(1x109	PFU	AdGOL,	48	h	p.i.)	Mäuse.	(D)	Messung	freier	ROS/RNS	 mit	 Fluoreszenz-basiertem	 Assay	 anhand	 von	 relativen	 Fluoreszenz-Units	 (RFU)	 in	Leberlysaten	uninfizierter	und	infizierter	(1x109	PFU	AdLacZ,	48	h	p.i.)	Mäuse.	Jeder	Datenpunkt	repräsentiert	eine	Maus,	dargestellt	mit	Mittelwert	±	SEM.		Um	die	im	Immunoblot	gewonnenen	Ergebnisse	durch	eine	weitere	Methode	zu	bestätigen,	 sollte	 gespleißtes	 XBP1	 (sXBP1),	 eine	 unter	 ER-Stress	 durch	alternatives	 Spleißen	 erzeugte	 Isoform	 des	 Transkriptionsfaktors	 XBP1,	 auf	RNA-Ebene	 nachgewiesen	 werden.	 Die	 alternativ	 gespleißte	 mRNA	 (s)	 konnte	aufgrund	 ihrer	 geringeren	 Größe	 und	 der	 fehlenden	 Schnittstelle	 für	 das	Restriktionsenzym	 Pst1	 von	 der	 ungespleißten	 Variante	 (u)	 unterschieden	werden.	 Innerhalb	von	48	h	nach	Infektion	konnte	zu	keinem	der	untersuchten	Zeitpunkte	sXBP1	mRNA	nachgewiesen	werden	(Abbildung	11	B).		Zusammengenommen	weisen	 diese	 Ergebnisse	 darauf	 hin,	 dass	 eine	 Infektion	mit	AdGOL	keinen	ER-Stress	induziert.Viele	Viren,	inklusive	Adenoviren,	sind	als	
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Auslöser	 einer	 DNA-Schadensantwort	 (DDR67)	 bekannt	 (Nichols	 et	 al.,	 2009;	Stracker	et	al.,	2002).	Die	DDR	ist	eine	zelluläre	Stress-Antwort	auf	Schädigungen	der	DNA	oder	Fehler	bei	ihrer	Replikation	(Luftig,	2014).	Um	 die	 DDR	 nach	 Infektion	mit	 AdGOL	 zu	 untersuchen,	wurde	 als	Marker	 die	Phosphorylierung	 von	 H2AX	 zu	 γ-H2AX	 mittels	 Immunoblot	 erfasst	 (Luftig,	2014).	 Nach	 Infektion	 stieg	 die	 Menge	 an	 γ-H2AX	 an	 (Abbildung	11	C).	 Dies	lässt	 darauf	 schließen,	 dass	 die	 Infektion	 mit	 AdGOL	 in	 der	 Leber	 eine	 DDR	auslöst.		Auch	oxidativer	Stress	wurde	 im	Rahmen	vieler	viraler	 Infektionen	beobachtet	(Kroemer	et	al.,	2007;	Loguercio	and	Federico,	2003;	Valyi-Nagy	and	Dermody,	2005).	Deshalb	 sollte	 die	 Entstehung	 von	 reaktiven	 Sauerstoff-	 und	 Stickstoff-Spezies	(ROS/RNS)	 nach	 adenoviraler	 Infektion	 in	 der	 Leber	 untersucht	werden.	 Dazu	wurden	 mit	 Hilfe	 eines	 Fluoreszenz-basierten	 Assays	 freie	 ROS/RNS	 im	Leberlysat	detektiert.	Dabei	 zeigte	 sich	 eine	Erhöhung	der	 freien	ROS/RNS	um	etwa	das	Doppelte	nach	 Infektion	(Abbildung	11	D).	Die	adenovirale	 Infektion	führt	also	oxidativen	Stress	mit	sich.		Die	 hier	 gezeigten	 Versuche	 weisen	 darauf	 hin,	 dass	 die	 virale	 Infektion	 zur	Induktion	 von	 verschiedenen	 zellulären	 Stress-Antworten	 führt,	 die	 eine	Sensibilisierung	 der	 infizierten	 Hepatozyten	 für	 TNF-vermittelten	 Zelltod	hervorrufen	 könnten.	Während	 kein	 ER-Stress	 detektiert	werden	 konnte,	 löste	die	 virale	 Infektion	 sowohl	 eine	 DNA-Schadensantwort	 als	 auch	 oxidativen	Stress	aus.	 	
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4.3. Die	 virale	 Infektion	 führt	 zu	 einem	Ungleichgewicht	 zwischen	 pro-	
und	antiapoptotischen	Proteinen	der	Bcl-2-Familie.	Stress-Antworten	 werden	 am	 Mitochondrium	 integriert.	 Dazu	 reguliert	zellulärer	Stress	die	Expression,	Verfügbarkeit	und	Aktivität	von	Proteinen	der	Bcl-2-Familie	(Galluzzi	et	al.,	2014;	Happo	et	al.,	2012).	Die	pro-	bzw.	antiapopto-tisch	 wirkenden	 Bcl-2-	 Proteine	 interagieren	 miteinander	 und	 sind	 so	 zur	Kontrolle	 der	 Mitochondrienpermeabilität	 in	 einem	 empfindlichen	 Gleichge-wicht.	 Jegliche	 Änderung	 in	 der	 Menge	 einzelner	 Bcl-2-Proteine	 kann	 dieses	Gleichgewicht	 stören	 und	 so	 pro-	 bzw.	 antiapoptotisch	 wirken	 (Youle	 and	Strasser,	2008).	Deshalb	wurde	per	Immunoblot	die	Expression	verschiedener	Bcl-2-Proteine	im	Lebergewebe	 uninfizierter	 und	 infizierter	 Mäuse	 verglichen.	 Während	 die	antiapoptotischen	Mitglieder	Bcl-2,	Bcl-XL	und	Mcl-1	unverändert	blieben,	zeigte	sich	 bei	 den	 proapoptotischen	 Proteinen	 Bax	 und	 Bim	 ein	 deutlicher	 Anstieg	nach	Infektion	(Abbildung	12	A).		Der	 durch	 Infektion	 herbeigeführte	 Anstieg	 von	 Bax	 konnte	 auch	 auf	 mRNA-Ebene	 mittels	 qRT-PCR	 nachgewiesen	 werden	 (Abbildung	12	B).	 Dies	 lässt	vermuten,	dass	dem	Anstieg	an	Bax	eine	erhöhte	Transkription	zu	Grunde	liegt.	Jedoch	 wird	 Bax	 auch	 posttranskriptionell	 reguliert:	 Bax	 liegt	 im	 inaktiven	Zustand	 vorrangig	 zytoplasmatisch	 vor,	 vollzieht	 im	 Zuge	 seiner	 Aktivierung	aber	 eine	 Translokation	 in	 die	 mitochondriale	 Außenmembran	 (Ghibelli	 and	Diederich,	 2010).	 Um	 die	 Lokalisierung	 von	 Bax	 in	 den	 Mitochondrien	 zu	untersuchen,	wurden	mitochondriale	Fraktionen	von	Lebergewebe	uninfizierter	und	 infizierter	Mäuse	gewonnen	und	analysiert.	Nicht	nur	auf	Gesamtzellebene	
(Abbildung	12	A),	 sondern	 auch	 in	 den	 mitochondrialen	 Fraktionen	 (Abbil-
dung	12	C)	konnte	eine	Anreicherung	von	Bax	beobachtet	werden.	Zusammenfassend	lässt	sich	schlussfolgern,	dass	es	durch	virale	Infektion	unter	den	 Proteinen	 der	 Bcl-2-Familie	 zu	 einem	 Ungleichgewicht	 zugunsten	 von	proapoptotischen	 Faktoren	 kommt,	 die	 eine	 Mitochondrienpermeabilisierung	begünstigen	können.		
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Abbildung	12:	Beeinflussung	von	Proteinen	der	Bcl-2-Familie	durch	virale	Infektion.	
(A-C)	Untersuchung	an	Lebern	uninfizierter	und	infizierter	(1x109	PFU	AdGOL,	48	h	p.i.)	Mäuse.	
(A)	Immunoblot	 mit	 Leberlysaten	 gegen	 die	 gekennzeichneten	 Proteine	 der	 Bcl-2-Familie.	β-Actin	 diente	 als	 Ladekontrolle.	 (B)	qRT	PCR	 von	 Lebergewebe	 zur	 Bestimmung	 der	 mRNA	Level	 von	 bax	 relativ	 zu	 gapdh.	 Jeder	 Datenpunkt	 repräsentiert	 eine	 Maus,	 dargestellt	 mit	Mittelwert	±	SEM.	(C)	Immunoblot	mit	mitochondrialen	Fraktionen	von	Lebergewebe	gegen	Bax	und	 gegen	 VDAC	 als	 mitochondriale	 Ladekontrolle	 (n=1	 Maus).	 Einer	 von	 fünf	 unabhängigen	Versuchen	wird	gezeigt.	
5. Die	virale	Infektion	wirkt	sich	auf	apoptotische	Funktionen	
von	Mitochondrien	aus.	
5.1. Die	virale	Infektion	beeinflusst	die	Morphologie	von	Mitochondrien.	Die	 Mitochondrien	 dienen	 durch	 die	 Integration	 der	 verschiedenen	 zellulären	Stress-Signale	 also	 als	 Checkpoint	 für	 die	 Entscheidung	 über	 das	 Schicksal	 der	Zelle	 (Kroemer	et	al.,	2007).	Außerdem	können	sie	auch	selbst	eine	Quelle	von	Stressoren	wie	ROS	sein	(Hill	et	al.,	2012).	Deshalb	sollten	 im	weiteren	Verlauf	der	 Arbeit	 die	 Mitochondrien	 uninfizierter	 und	 infizierter	 Lebern	 genauer	untersucht	werden.	
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Abbildung	13:	Auswirkungen	der	viralen	Infektion	von	Hepatozyten	auf	die	mitochondria-
le	Morphologie.	
(A-B)	Elektronenmikroskopische	(EM)	Aufnahmen	von	Lebergewebe	(n=2	Mäuse,	einmaliges	Ex-periment)	(A)	und	isolierten	Leber-Mitochondrien	(n=3	Mäuse	aus	3	unabhängigen	Experimen-ten)	 (B)	 uninfizierter	 (oben)	 und	 infizierter	 (1x109	PFU	 AdGOL,	 48	h	p.i.)	 Mäuse	 (unten).	N:	Nukleus;	 M:	Mitochondrium;	 OMM/IMM:	äußere/innere	 Mitochondrienmembran;	 C:	Cristae;	L:	elongiertes	Mitochondrium;	E:	Einschlusskörper.	Repräsentative	Bildausschnitte	sind	gezeigt.	Die	 Elektronenmikroskopie	 des	 Lebergewebes	 und	 der	 isolierten	 Mitochondrien	 wurde	 in	Kooperation	mit	Dr.	Michaela	Aichler	(Institut	für	Pathologie,	Helmholtz	Zentrum	München)	bzw.	Sabine	Schmitt	(Arbeitsgruppe	von	PD	Dr.	Zischka,	Helmholtz	Zentrum	München)	durchgeführt.	
(C)	Immunoblot	 gegen	mitochondriale	 Proteine	 und	 Proteine	 der	 gekennzeichneten	 zellulären	Kompartimente.	 Eingesetzt	wurden	 je	 20	µg	Protein	 von	komplettem	Leberlysat,	 zytoplasmati-scher	 (zytopl.)	 Fraktion	 und	 mitochondrialer	 (mito.)	 Fraktion,	 die	 während	 der	 Mitochondri-enisolation	separiert	wurden.	Die	Leberentnahme	erfolgte	an	Mäusen	behandelt	wie	in	(A-B).	
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In	 den	 elektronenmikroskopischen	 (EM)	 Aufnahmen	 von	 Lebergewebe	 ist	 zu	sehen,	 dass	 Hepatozyten	 eine	 Vielzahl	 von	 Mitochondrien	 enthalten	 (Abbil-
dung	13	A).	 Außerdem	 ist	 das	 Doppelmembransystem	 der	 Mitochondrien	 zu	erkennen,	mit	äußerer	Mitochondrienmembran	(OMM),	zu	Cristae	aufgefalteter	innerer	 Mitochondrienmembran	 (IMM)	 und	 dazwischenliegendem	 Inter-membranraum	(IMS).	Die	 Mitochondrien	 im	 uninfizierten	 Lebergewebe	 (Abbildung	13	A,	 obere	
Reihe)	 haben	 eine	 runde	 bis	 ovale	 Form.	 Im	 Gegensatz	 dazu	 lassen	 sich	 im	infizierten	 Gewebe	 neben	 ovalen	 auch	 elongierte,	 tubuläre	 Mitochondrien	erkennen	 (Abbildung	13	A,	 untere	 Reihe).	 Zusätzlich	 sind	 vereinzelt	Mitochondrien	 mit	 Einschlusskörpern	 auszumachen.	 Abgesehen	 davon	 kann	aber	keine	drastische	morphologische	Veränderung	der	Mitochondrien	durch	die	Infektion	beobachtet	werden.		Um	die	Auswirkungen	der	Infektion	auf	die	Funktion	der	Mitochondrien	genauer	zu	analysieren,	wurden	Mitochondrien	durch	Homogenisation	von	Gewebe	und	anschließender	 differentieller	 Zentrifugation	mit	 Dichtegradient	 aus	 der	 Leber	isoliert.	 Anhand	 von	 EM-Aufnahmen	 zeigte	 sich	 kein	 morphologischer	Unterschied	 zwischen	 isolierten	 Mitochondrien	 uninfizierter	 und	 infizierter	Lebern	(Abbildung	13	B).	Außerdem	 lässt	 sich	 in	 den	 EM-Aufnahmen	 eine	 hohe	 Reinheit	 des	Mitochon-drien-Isolats	erahnen.	Dies	wurde	durch	einen	Immunoblot	bestätigt:	Es	ist	eine	starke	 relative	 Anreicherung	 von	 mitochondrialen	 Proteinen	 gegenüber	Proteinen	anderer	Zellkompartimente	im	Isolat	zu	erkennen	(Abbildung	13	C).	So	 finden	 sich	 zytoplasmatische,	 nukleäre,	 lysosomale	 und	 ER-Proteine	 in	 der	mitochondrialen	Fraktion	kaum	wieder.	Das	peroxisomale	Protein	PMP70	wurde	in	der	mitochondrialen	Fraktion	zwar	angereichert,	aber	in	deutlich	geringerem	Maße	als	die	mitochondrialen	Proteine.	In	 der	 zytoplasmatischen	 Fraktion	 fehlen	 Proteine	 der	 mitochondrialen	Subkompartimente.	Dies	spricht	für	eine	geringe	Zerstörung	von	Mitochondrien	während	 des	 Isolationsprozesses,	 was	 einen	 Austritt	mitochondrialer	 Proteine	ins	Zytoplasma	zur	Folge	hätte.	
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Somit	 kann	 also	 davon	 ausgegangen	 werden,	 dass	 die	 Mitochondrienisolation	eine	sehr	reine	Fraktion	intakter	Mitochondrien	ergibt.	Anhand	 der	 isolierten	 Mitochondrien	 sollten	 im	 Folgenden	 sowohl	 ihre	bioenergetischen	als	auch	ihre	proapoptotischen	Funktionen	untersucht	werden.	
5.2. Mitochondrien	infizierter	Lebern	zeigen	veränderte	respiratorische	
Parameter.	Die	 bekannteste	 Funktion	 von	 Mitochondrien	 ist	 die	 der	 Energiegewinnung	durch	 oxidative	 Phosphorylierung	 von	 ADP	 zu	 ATP	 unter	 Verbrauch	 von	Sauerstoff	an	der	Atmungskette.	Die	Sauerstoffverbrauchsrate	(OCR68)	isolierter	Mitochondrien	 kann	 also	 als	 Maß	 für	 die	 mitochondriale	 bioenergetische	Funktion	dienen.	Bei	der	respirometrischen	Analyse	ermöglicht	die	Applikation	von	 spezifischen	 Inhibitoren	 verschiedener	 Prozesse	 in	 der	 Atmungskette	 die	Bestimmung	 von	 Schlüsselparametern	 mitochondrialer	 bioenergetischer	Funktion	(Rogers	et	al.,	2011).	Zuerst	wurde	die	basale	Atmung,	der	Sauerstoff-verbrauch	 der	 Mitochondrien	 in	 Anwesenheit	 eines	 Substrats	 gemessen.	 Als	Substrat	 wurden	 Succinat	 oder	 eine	 Kombination	 von	 Pyruvat	 und	 Malat	eingesetzt.	Succinat	wird	an	Komplex	II69	oxidiert	und	schleust	dort	Elektronen	in	die	Atmungskette	ein.	Pyruvat/Malat	führen	zu	einer	vorrangigen	Beteiligung	von	Komplex	I	gegenüber	Komplex	II	an	der	Atmungskette,	wodurch	ein	anderes	Transportverhältnis	 von	 Elektronen	 zu	 Protonen	 zustande	 kommt.	 Außerdem	unterscheiden	 sich	 die	 Substrate	 an	 ihrem	 Bedarf	 an	 Transportern	 und	 ihrer	Beteiligung	an	Zitratzyklusprozessen	(Brand	and	Nicholls,	2011;	Gnaiger,	2014).	Die	 basale	 Atmung	 (Substrat)	 in	 Anwesenheit	 des	 jeweiligen	 Substrats	 zeigte	keinen	 signifikanten	 Unterschied	 zwischen	 Mitochondrien	 infizierter	 und	uninfizierter	Lebern	(Abbildung	14	A+D).	Da	 der	 Elektronentransport	 und	 der	 Protonentransport	miteinander	 einherge-hen,	ist	der	Sauerstoffverbrauch	auch	immer	vom	Protonengradienten	abhängig.	Mit	ansteigendem	Protonengradient	wird	der	Transport	weiterer	Protonen	und	somit	die	Atmung	gehemmt.	Durch	die	Zugabe	von	ADP,	welches	eine	Produktion	von	 ATP	 unter	 Verbrauch	 des	 Protonengradienten	 erlaubt,	 wurde	 der	 Sauer-																																																								68	engl.:	oxygen	consumption	rate	69	Komplex	der	Atmungskette;	nicht	zu	verwechseln	mit	den	TNFR-Komplexen	
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stoffverbrauch	entsprechend	gesteigert.	Obwohl	sich	eine	Tendenz	zu	geringerer	ADP-stimulierter	 Atmung	 nach	 Infektion	 abzeichnete,	 war	 auch	 hier	 kein	signifikanter	Unterschied	festzustellen.		
		
Abbildung	14:	Respirometrische	Analyse	isolierter	Mitochondrien.	
(A-F)	Analyse	 bioenergetischer	 Parameter	 anhand	 der	 Sauerstoffverbrauchsrate	 (OCR)	 von	isolierten	Mitochondrien	unter	Konsum	der	Substrate	Succinat	(A-C)	oder	Pyruvat	und	Malat	(D-
F).	Die	OCR	wurde	auf	die	mitochondriale	Citratsynthase-Aktivität	normalisiert.	(A+D)	OCR	vor	(Substrat)	 und	 nach	 sequentieller	 Zugabe	 der	 gekennzeichneten	 Reagenzien,	 die	 in	 die	Atmungskette	 eingreifen	 (Oligomycin	 hemmt	 die	 ATP-Synthase;	 FCCP	 ist	 ein	 Protonophor;	Antimycin	A	 hemmt	 Komplex	III).	 Respiratorischer	 Kontroll-Quotient	 (RCR)	 (B+E)	 und	respiratorische	Auslastung	(C+F)	wurden	aus	den	Daten	von	(A)	bzw.	(B)	berechnet.	Daten	von	drei	 unabhängigen	 Experimenten	 mit	 je	 2-3	 Tieren	 werden	 gezeigt.	 Jeder	 Datenpunkt	repräsentiert	eine	Maus;	dargestellt	mit	Mittelwert	±	SEM.	Die	statistische	Analyse	erfolgte	durch	einen	zweiseitigen	Student’s	t-Test	(**=	p<0,01;	***	=	p<0,001;	ns=	nicht	signifikant	p>0,05).	Die	respirometrische	 Analyse	wurde	 in	 Kooperation	mit	 Dr.	 Kerstin	Haas	 (Arbeitsgruppe	 Prof.	 Dr.	Klingenspor,	 Molekulare	 Ernährungsmedizin,	 Technische	 Universität	 München)	 mit	 einem	Seahorse	XFe96	Extracellular	Flux	Analyzer	durchgeführt.		 	
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Das	 Verhältnis	 zwischen	 basaler	 Atmung	 (Substrat)	 und	 ADP-stimulierter	Atmung	wird	 als	 respiratorischer	Kontroll-Quotient	 (RCR70)	 bezeichnet	und	 ist	ein	 Maß	 für	 den	 Wirkungsgrad	 der	 mitochondrialen	 Atmung	 (Chance	 and	Williams,	 1955).	 Der	 RCR	 war	 im	 Falle	 von	 Succinat	 als	 Substrat	 in	 Proben	infizierter	 Lebern	 signifikant	 niedriger	 als	 in	 Proben	 nicht	 infizierter	 Lebern	
(Abbildung	14	B).	 Im	 Falle	 von	 Pyruvat/Malat	 als	 Substrat	war	 der	 RCR	 aber	gleich	(Abbildung	14	E).	Im	nächsten	Schritt	wurde	die	ATP-Synthase	durch	Oligomycin	inhibiert,	sodass	der	Sauerstoffverbrauch	nun	ausschließlich	über	einen	Leckstrom	von	Protonen	zurück	 in	 die	Matrix	 gesteuert	wurde	 (Abbildung	14	A+D).	 Hier	 konnte	 keine	signifikante	Auswirkung	der	Infektion	auf	die	Leck-Atmung	detektiert	werden.	Anschließend	wurde	durch	Applikation	des	Protonophors	FCCP	die	Atmung	von	der	ATP-Synthese	entkoppelt.	Dadurch	war	die	Atmung	also	nicht	 länger	durch	einen	hohen	elektrochemischen	Protonengradienten	 limitiert,	 sondern	nur	 von	der	Kapazität	der	Atmungskette	abhängig.	Die	FCCP-entkoppelte	Atmung	war	für	beide	Substrate	in	den	Mitochondrien	infizierter	Mäuse	deutlich	geringer	als	die	der	Mitochondrien	unbehandelter	Mäuse.	Dies	weist	darauf	hin,	dass	die	Leber-Mitochondrien	infizierter	Mäuse	ein	geringeres	Potential	hatten,	ihre	Atmung	zu	steigern,	und	so	eine	geringere	Kapazität	der	Atmungskette	besaßen.	Schließlich	 zeigte	 auch	 die	 Betrachtung	 des	 Quotienten	 von	 ADP-stimulierter	Atmung	 zu	 FCCP-entkoppelter	 Atmung	 eine	 höhere	 respiratorische	 Auslastung	von	Mitochondrien	infizierter	Mäuse	(Abbildung	14	C+F).	In	 einem	 letzten	 Schritt	 der	 respirometrischen	Analyse	wurde	 der	 Elektronen-transport	 durch	 einen	 Inhibitor	 von	 Komplex	III,	 Antimycin	 A,	 geblockt	
(Abbildung	14	A+D).	 Erwartungsgemäß	 wurde	 dadurch	 der	 Sauerstoffver-brauch	nahezu	komplett	inhibiert.	Zusammenfassend	lässt	sich	sagen,	dass	die	mitochondriale	Atmung	durch	eine	virale	Infektion	negativ	beeinflusst	wurde.	Sowohl	die	RCR	in	Abhängigkeit	vom	verwendeten	 Substrat,	 als	 auch	 die	 FCCP-abhängige	 Atmung	 waren	 nach	Infektion	stark	erniedrigt,	was	auf	eine	mitochondriale	Dysfunktion	hinweist.	
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5.3. Mitochondriale	 ROS	 haben	 keinen	 Einfluss	 auf	 die	 TNF-vermittelte	
virale	Hepatitis.	Eine	 potentielle	 Ursache	 für	 die	 Beeinträchtigung	 der	 bioenergetischen	Funktionen	 der	 Mitochondrien	 kann	 der	 in	 Abbildung	11	D	 offenbarte	vermehrte	oxidative	Stress	nach	Infektion	sein.	Mitochondrien	stellen	nicht	nur	eine	 maßgebliche	 Quelle	 reaktiver	 Sauerstoff-Spezies	 (ROS)	 dar,	 sondern	 sind	auch	ein	Ziel	ihrer	schädigenden	Wirkung.	So	kann	oxidativer	Stress	Auswirkun-gen	 auf	 die	 bioenergetischen	 Funktionen	 der	Mitochondrien	 haben	 (Dranka	 et	al.,	2011;	Hill	et	al.,	2012).	Um	diese	Möglichkeit	zu	überprüfen,	wurden	Mäuse	mit	einem	Mitochondrien-spezifischen	 Antioxidans,	 dem	 Ubiquinon	 MitoQ,	 behandelt,	 das	 mitochondrial	entstehende	ROS	neutralisiert	(Smith	and	Murphy,	2010).		
		
Abbildung	 15:	 Untersuchung	 der	 Rolle	 mitochondrialer	 ROS	 in	 der	 TNF-vermittelten	
viralen	Hepatitis	durch	das	Antioxidans	MitoQ.	ALT-Aktivitätsmessung	 von	 Mäusen,	 die	 eine	 6-tägige	 Behandlung	 mit	 MitoQ	 (+)	 oder	 der	Kontrollsubstanz	Decyl-TPP	(-)	erfahren	haben.	Blutentnahme	erfolgte	zwei	Tage	nach	Infektion	(1x109	PFU	AdGOL)	 der	 gekennzeichneten	 Gruppen	 und	 4	h	 nach	 TNF-Injektion	 aller	 Gruppen	(n=4	Mäuse,	einmaliges	Experiment).		Die	 Leberschädigung	 von	MitoQ-behandelten	Mäusen	 nach	 Infektion	 und	TNF-Injektion	 wurde	 im	 Vergleich	 zu	 Mäusen,	 denen	 eine	 Kontrollsubstanz	verabreicht	 wurde,	 gemessen.	 Dabei	 konnte	 kein	 Effekt	 der	 Behandlung	 mit	MitoQ	auf	die	Entwicklung	einer	Hepatitis	 festgestellt	werden	(Abbildung	15).	Dies	 lässt	 vermuten,	 dass	mitochondriale	 ROS	 in	 der	 TNF-vermittelten	 viralen	Hepatitis	keine	wesentliche	Rolle	spielen.	
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5.4. Die	Mitochondrien	infizierter	Lebern	zeigen	eine	erhöhte	Vulnerabi-
lität	gegenüber	Bid	und	Calcium.	In	den	folgenden	Versuchen	sollten	schließlich	die	apoptotischen	Funktionen	der	Mitochondrien	 genauer	 betrachtet	 werden,	 da	 diese	 für	 die	 Ausführung	 von	Apoptose	 in	 Typ	II-Zellen	 wie	 Hepatozyten	 essentiell	 sind	 und	 so	 vermutlich	auch	 in	 der	 TNF-vermittelten	 Hepatitis	 eine	 zentrale	 Rolle	 spielen	 (Yin	 et	 al.,	1999).	 Das	 zuvor	 demonstrierte	 Ungleichgewicht	 der	 Bcl-2-Proteine	 und	 auch	weitere	Effekte	von	DDR	und	oxidativem	Stress	(Abbildung	12,	Abbildung	11),	die	durch	 Infektion	herbeigeführt	werden,	 könnten	 eine	Permeabilisierung	der	Mitochondrien	begünstigen.		Hier	stellt	sich	also	die	Frage,	wie	die	Mitochondrien	infizierter	Mäuse	auf	einen	apoptotischen	Trigger,	wie	die	durch	TNFR1	eingeleitete	apoptotische	Kaskade,	reagieren	 würden.	 Es	 konnte	 gezeigt	 werden	 (Abbildung	4	A),	 dass	 Bid	 im	Rahmen	 der	 proapoptotischen	 TNFR1-Signaltransduktion	 nach	 Infektion	 und	TNF-Behandlung	 gespalten	 wird.	 Um	 die	 proapoptotische	 TNFR1-Signaltransduktion	 zu	 simulieren,	 wurde	 deshalb	 im	 folgenden	 Experiment	rekombinantes,	 durch	 Caspase-8	 gespaltenes	 Bid	 (rBid)	 verwendet.	 Dieses	wurde	 in	 aufsteigender	 Konzentration	 zur	 Stimulation	 isolierter	 Lebermito-chondrien	unbehandelter	oder	infizierter	Mäuse	eingesetzt.	Mittels	ELISA	und	 Immunoblot	des	Überstands	der	Mitochondrien	konnte	 eine	Ausschüttung	von	Cytochrom	C	 (Cyt	C)	 in	Abhängigkeit	der	 rBid-Konzentration	gemessen	 werden	 (Abbildung	16	A-B).	 Die	 maximale	 Cyt	C-Ausschüttung	wurde	durch	Permeabilisierung	der	Mitochondrien	mit	Triton-X	100	erzielt.	Mit	der	höchsten	eingesetzten	Konzentration	an	rBid	konnte	eine	Ausschüttung	von	etwa	 35-45%	des	Maximalwerts	 erreicht	werden.	 Dabei	war	 die	 Ausschüttung	von	 Cyt	C	 durch	 Mitochondrien	 infizierter	 Mäuse	 bei	 allen	 eingesetzten	 rBid-Konzentrationen	stets	leicht	erhöht.	Die	 spontane	Ausschüttung	 von	Cyt	C	 ohne	 Stimulation	war	 gering	und	 lag	bei	unter	5%	des	Maximalwerts.	Interessant	ist,	dass	trotz	des	Ungleichgewichts	der	Bcl-2-Proteine	ohne	weiteren	Stimulus	keine	gesteigerte	Ausschüttung	von	Cyt	C	von	den	Mitochondrien	infizierter	Mäuse	erfolgte.	Mitochondrien	 infizierter	 Mäuse	 reagieren	 demnach	 spezifisch	 auf	 rBid	 mit	erhöhter	Cyt	C-Ausschüttung.	
IV.	Ergebnisse	
	88	
		
Abbildung	 16:	 Einfluss	 viraler	 Infektion	 auf	 die	 apoptotischen	 Funktionen	 der	
Mitochondrien.	
(A+B)	Cytochrom	C-Ausschüttung	 nach	 Stimulation	 isolierter	 Mitochondrien	 mit	 rekombinan-tem,	 Caspase	8-gespaltenem	 Bid	 (rBid).	 Inkubation	 isolierter	 Lebermitochondrien	 infizierter	(1x109	PFU	 AdGOL,	 48	h	 p.i.)	 und	 uninfizierter	 Mäuse	 für	 30	min	 mit	 den	 gekennzeichneten	Konzentrationen	 von	 rBid	 bzw.	 zur	 kompletten	 Permeabilisierung	 der	 Mitochondrien	 mit	Triton	X-100	 (T	X-100).	 Anschließende	 Analyse	 des	 Mitochondrien-freien	 Überstands	 durch	ELISA	(A)	 und	 Immunoblot	 (B)	gegen	 Cytochrom	C	 (n=2	Mäuse).	 Ein	 repräsentatives	 von	 drei	Experimenten	ist	gezeigt.	Darstellung	von	Mittelwert	+	SD	in	(A).	VDAC	(lokalisiert	in	der	OMM)	diente	als	Kontrolle	in	(B).	(C+E)	Messung	von	optischer	Dichte	(OD)	bei	540	nm	als	Maß	für	das	Anschwellen	 der	 Mitochondrien	 in	 einer	 Suspension.	 (D+F)	 Messung	 der	 Membranpotential-abhängigen	 Fluoreszenz	 von	 Rhodamin	123	 (Rh123).	 (C+D)	Die	 Stimulation	 zum	 Zeitpunkt	 0	erfolgte	mit	 100	µM	Ca2+	mit	 und	 ohne	 zusätzliche	Applikation	 von	Cyclosporin	A	 (CsA),	 einem	Inhibitor	 der	 mitochondrialen	 Permeabilitäts-Transition	 (mPT).	 (D+F)	Die	 Stimulation	 zum	Zeitpunkt	0	erfolgte	mit	100	µM	Ca2+,	oder	100	nM	rBid.	 In	(C-F)	 ist	 je	ein	 repräsentatives	von	mindestens	drei	unabhängigen	Experimenten	mit	n=1	Maus	pro	Gruppe	gezeigt.	Dargestellt	 ist	der	Mittelwert	von	je	drei	technischen	Replikaten.		
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Zusammenfassend	lässt	sich	sagen,	dass	eine	virale	Infektion	die	Mitochondrien	der	Leber	für	rBid-induzierte	Cytochrom	C-Ausschüttung	sensibilisiert.		Gespaltenes	Bid	 ist	 bekannt	 dafür,	 eine	Permeabilisierung	der	OMM	 (MOMP71)	durch	 die	 Aktivierung	 von	 Bcl-2-Effektorproteinen	wie	 Bax	 und	 Bak	 herbeizu-führen.	Deren	Aktivierung	führt	zur	Oligomerisierung	und	Formation	von	MAC-Kanälen	in	der	OMM	(Pavlov	et	al.,	2001;	Wei	et	al.,	2001).	MOMP	kann	jedoch	auch	durch	einen	anderen	Mechanismus,	die	mitochondriale	Permeabilitäts-Transition	 (mPT)	 hervorgerufen	 werden.	 Der	 bekannteste	Induktor	 der	 mPT	 sind	 hohe	 Calcium	 (Ca2+)-Konzentrationen	 (Hunter	 and	Haworth,	1979).	Deshalb	 wurde	 in	 einem	 weiteren	 Versuch	 die	 Sensitivität	 der	 Mitochondrien	gegenüber	 Ca2+	 untersucht.	 Bei	 der	 Öffnung	 der	 mPT-Pore	 (mPTP)	 kommt	 es	zum	Verlust	 des	Membranpotentials	 an	 der	 IMM	und	 durch	 den	 Einstrom	 von	Wasser	 zum	 Anschwellen	 bis	 hin	 zur	 Ruptur	 der	 Mitochondrien	 (Bonora	 and	Pinton,	 2014).	 Die	 Schwellung	 (erkennbar	 an	 einer	 Reduktion	 der	 optischen	Dichte)	 und	 der	Membranpotentialverlust	 (charakterisiert	 durch	 einen	Anstieg	der	 Rhodamin	123-Fluoreszenz)	 von	 isolierten	 Mitochondrien	 infizierter	 und	uninfizierter	Mäuse	wurde	nach	 Stimulation	mit	 Ca2+	 über	 einen	Zeitraum	von	100	min	verfolgt	(Abbildung	16	C+D).	Das	Anschwellen	sowie	der	Membranpo-tentialverlust	setzten	in	den	Mitochondrien	infizierter	Lebern	deutlich	früher	ein	und	 zeigten	 einen	 schnelleren	 Verlauf	 als	 in	 den	 Mitochondrien	 uninfizierter	Lebern.	Durch	zusätzliche	Applikation	von	Cyclosporin	A	(CsA),	einem	Inhibitor	der	mPTP,	konnte	das	Ca2+-induzierte	Anschwellen	sowie	der	Membranpotenti-alverlust	inhibiert	werden.	Diese	Ergebnisse	zeigen,	dass	die	virale	Infektion	die	Mitochondrien	gegenüber	Ca2+-induzierter	mPT	sensibilisiert.		Werden	 die	 isolierten	 Mitochondrien	 hingegen	 mit	 rBid	 stimuliert,	 ist	 kein	Anschwellen	 oder	 Membranpotentialverlust	 zu	 beobachten	 (Abbil-
dung	16	E+F).	Die	durch	gespaltenes	Bid	verursachte	Permeabilitätssteigerung	
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isolierter	Mitochondrien	scheint	also	mPT-unabhängig	und	somit	ausschließlich	über	eine	Permeabilisierung	der	OMM	vermittelt	zu	sein.		Insgesamt	 weisen	 diese	 Ergebnisse	 darauf	 hin,	 dass	 die	 virale	 Infektion	 eine	Sensibilisierung	 der	 Leber-Mitochondrien	 sowohl	 für	 MAC-	 als	 auch	 mPTP-vermittelte	MOMP	bewirkt.	
5.5. Die	 mitochondrialen	 Veränderungen	 durch	 Infektion	 sind	 nicht	
abhängig	von	Steady	State-TNFR-Signalen.	Im	vorherigen	Abschnitt	wurde	beschrieben,	dass	eine	virale	Infektion	der	Leber	Auswirkungen	 auf	 die	 mitochondriale	 Morphologie	 und	 Funktionen	 hat.	 Nun	sollte	ausgeschlossen	werden,	dass	ein	synergistischer	Effekt	der	 Infektion	und	physiologisch	 in	der	Maus	vorkommendem	TNF	 in	kleinem	Maße	die	apoptoti-schen	 Prozesse	 in	 Gang	 setzt,	 die	 in	 Abschnitt	IV.2.1	 nach	 Applikation	 von	exogenem	 TNF	 beschrieben	 sind.	 Diese	 wären	 zwar	 offensichtlich	 nicht	ausreichend,	 um	 die	 Vollstreckung	 der	 Apoptose	 zu	 bewirken,	 aber	 könnten	möglicherweise	 eine	 Beeinflussung	 der	 Mitochondrien	 verursachen.	 Um	 diese	Möglichkeit	auszuschließen,	wurden	Mitochondrien	uninfizierter	und	infizierter	TNFR1/2	Doppel-KO	 (DKO)-Mäuse	 in	 Hinblick	 auf	 ihre	 Morphologie	 und	 ihre	Reaktion	auf	Ca2+	untersucht.	Auch	 in	 den	 infizierten	 TNFR1/2	DKO-Mäusen	 konnten	 vermehrt	 elongierte	Mitochondrien	 und	 auch	 Einschlüsse	 in	 Mitochondrien	 entdeckt	 werden	
(Abbildung	17	A).	 Ebenso	 konnte	 wie	 bei	 WT-Mäusen	 (Abbildung	16	C+D)	auch	 bei	 den	 infizierten	 TNFR	KO-Mäusen	 eine	 erhöhte	 Sensitivität	 gegenüber	Ca2+-induzierter	mPT	festgestellt	werden	(Abbildung	17	B+C).	Insgesamt	 zeigten	 die	 TNFR	KO-Mäuse	 mit	 den	 WT-Kontrollen	 vergleichbare	Veränderungen.	 Dies	 spricht	 dafür,	 dass	 die	 mitochondrialen	 Veränderungen	nach	Infektion	unabhängig	von	Steady	State-TNFR-Signalen	sind.	
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Abbildung	 17:	 Die	 Rolle	 von	 Steady	State-TNFR-Signalen	 für	 die	 mitochondrialen	
Veränderungen	durch	Infektion.	
(A)	 EM-Aufnahmen	 von	 Lebergewebe	 uninfizierter	 (oben)	 und	 infizierter	 (unten)	TNFR1/2	Doppel-KO	 (DKO)-Mäuse	 (n=2	 Mäuse,	 einmaliges	 Experiment).	 Die	 Leberentnahme	erfolgte	 48	h	 nach	 Infektion	 mit	 1x109	PFU	 AdGOL.	 N:	Nukleus;	 M:	Mitochondrium;	OMM/IMM:	äußere/innere	 Mitochondrienmembran;	 C:	Cristae;	 L:	elongiertes	 Mitochondrium;	E:	Einschlusskörper.	 Gezeigt	 sind	 repräsentative	 Bildausschnitte.	 Die	 Elektronenmikroskopie	wurde	 von	 Dr.	 Michaela	 Aichler	 (Institut	 für	 Pathologie,	 Helmholtz	 Zentrum	 München)	durchgeführt.	(B)	Mitochondriales	Anschwellen	und	(C)	Membranpotentialverlust	gemessen	an	der	 Veränderung	 von	 OD(540	nm)	 bzw.	 Rh123-Fluoreszenz	 nach	 Stimulation	 von	 isolierten	Lebermitochondrien	 von	 TNFR1/2	DKO-Mäusen	 mit	 100	mM	 Ca2+.	 (B+C)	 Die	 Behandlung	 der	Mäuse	 erfolgte	 wie	 in	 (A).	 Je	 ein	 repräsentatives	 von	 mindestens	 drei	 unabhängigen	Experimenten	mit	 n=1	Maus	 pro	 Gruppe	 ist	 gezeigt.	 Dargestellt	 ist	 der	Mittelwert	 von	 je	 drei	technischen	Replikaten.	
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6. Ein	pharmakologischer	Eingriff	in	Calcium-Signale	oder	die	
mitochondriale	 Permeabilitäts-Transition	 kann	 die	 TNF-
vermittelte	virale	Hepatitis	reduzieren.	Zuvor	 konnte	 anhand	 eines	 in-vitro-Versuchs	 gezeigt	 werden,	 dass	 die	 virale	Infektion	Mitochondrien	für	die	Ca2+-abhängige	Induktion	der	mPT	sensibilisiert	
(Abbildung	16	C+D).	 Abschließend	 sollte	 in	 vivo	 untersucht	 werden,	 welche	Rolle	Ca2+-Signale	und	die	mPT	in	der	TNF-vermittelten	viralen	Hepatitis	haben.	Zur	 Inhibition	 von	 Ca2+-Signalen	 wurde	 der	 Zell-permeable	 Ca2+-Chelator	BAPTA	AM	verwendet.	Die	ALT-Aktivität	im	Blut	von	infizierten,	TNF-injizierten	Mäusen	stieg	unter	Behandlung	mit	BAPTA	nur	mäßig	an	(Abbildung	18	A).	So	betrug	 2	h	 nach	 TNF-Injektion	 die	 Leberschädigung	 in	 BAPTA-behandelten	Mäusen	 nur	 31%	 der	 Schädigung	 in	 Mäusen,	 die	 eine	 Lösungsmittelkontrolle	erhielten.	Aus	 diesem	 Ergebnis	 kann	 geschlossen	 werden,	 dass	 die	 TNF-vermittelte	Leberschädigung	infizierter	Mäuse	Ca2+-abhängig	ist.		
		
Abbildung	 18:	 Intervention	 mit	 Ca2+-Signalen	 und	 mPT	 hat	 Auswirkungen	 auf	 die	
Leberschädigung.	
(A+B)	ALT-Messung	 TNF-behandelter	 (2	 h),	 infizierter	 (5x108	PFU	 AdGOL,	 48	h	 p.i.)	 Mäuse	
(A)	nach	 Injektion	des	Ca2+-Chelators	BAPTA	AM	(+)	oder	des	Lösungsmittels	DMSO	(-)	15	min	vor	TNF	(n=5	Mäuse)	oder	(B)	nach	Injektion	von	CsA	(+)	oder	DMSO	(-)	30	min	vor	TNF	(n=4	Mäuse).	 Gezeigt	 ist	 die	 Leberschädigung	 als	 prozentualer	 Anteil	 an	 der	 ALT-Aktivität	 nach	Applikation	der	jeweiligen	Lösungsmittelkontrolle.	Darstellung	von	Mittelwert	+	SD.	
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Wie	auch	zuvor	 in	vitro	(Abbildung	16)	wurde	als	direkter	Inhibitor	der	mPTP	CsA	 eingesetzt.	Die	TNF-induzierte	 virale	Hepatitis	 konnte	durch	CsA-Injektion	signifikant	um	65%	im	Vergleich	zur	Lösungsmittelkontrolle	verringert	werden	
(Abbildung	18	B).	 Somit	 konnte	 gezeigt	werden,	 dass	 die	mPTP	 ein	wichtiger	Bestandteil	der	Maschinerie	der	TNF-vermittelten	viralen	Hepatitis	ist.	Diese	 Ergebnisse	 zeigen,	 dass	 die	 TNF-abhängige	 virale	Hepatitis	 in	 ähnlichem	Ausmaß	durch	Ca2+-Signale	und	mPT	vermittelt	wird.		
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V. Diskussion	
Virale	 Infektionen	 der	 Leber	 gehen	 mit	 Inflammation	 (Hepatitis)	 einher	 und	können	 bei	 chronischen	 Verläufen	 durch	 den	 permanenten	 Zelluntergang	 von	Hepatozyten	schwere	Sekundärerkrankungen	wie	Leberzirrhose	und	Leberkrebs	nach	 sich	 ziehen	 (Guidotti	 and	 Chisari,	 2006).	 Ein	 ausschlaggebender	 Faktor	sowohl	 bei	 der	 Bekämpfung	 viraler	 Infektionen	 der	 Leber	 als	 auch	 für	 die	Schwere	des	Krankheitsverlaufs	 ist	 der	 Zelltod	 von	Hepatozyten	 (Herzer	 et	 al.,	2007).	Zytotoxische	 T-Lymphozyten	 haben	 eine	 zentrale	 Rolle	 in	 der	 Induktion	 von	Zelltod	 infizierter	Hepatozyten	 (Knolle	 and	Thimme,	 2014;	 Rehermann,	 2013).	Sie	agieren	dabei	durch	die	 Induktion	von	Apoptose	über	FasL/Fas-Interaktion	und	die	Ausschüttung	von	Perforin	und	Granzymen	 (Chavez-Galan	et	 al.,	 2009;	Lowin	 et	 al.,	 1994b).	 Diese	 Effektorfunktionen	 sind	 von	 einer	 direkten	Erkennung	 viraler	 Antigen/MHC	I-Komplexe	 auf	 den	 Hepatozyten	 durch	 den	TCR	 abhängig.	 Dadurch	 wird	 eine	 Selektivität	 für	 infizierte	 Hepatozyten	gewährleistet	(Bossi	et	al.,	2002).	Darüber	 hinaus	 wurde	 kürzlich	 eine	 neue,	 nicht-kanonische	 CTL-Effektorfunktion	 identifiziert,	 die	 durch	 eine	 Ausschüttung	 von	 TNF	 und	 der	Induktion	von	TNFR-abhängiger	Apoptose	 ausgeübt	wird.	Dieser	Mechanismus	ist	 unabhängig	 von	 direktem	 Kontakt	 und	 Antigenpräsentation	 der	 infizierten	Hepatozyten.	 Überraschenderweise	 wird	 dabei	 trotzdem	 eine	 Selektivität	 für	infizierte	Hepatozyten	erreicht	(Wohlleber	et	al.,	2012).	In	der	vorliegenden	Arbeit	wurde	die	molekulare	Grundlage	 für	diese	selektive	TNF-vermittelte	 Tötung	 virusinfizierter	 Hepatozyten	 untersucht.	 Dabei	 konnte	gezeigt	werden,	dass	eine	virale	Infektion	zu	einer	drastischen	Veränderung	der	TNF-vermittelten	Signaltransduktion	im	Hepatozyten	führt.		
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1. Die	 virale	 Infektion	 sensibilisiert	 Hepatozyten	 für	 TNFR1-
vermittelte	 Apoptose	 trotz	 gleichzeitig	 erhaltener	 anti-
apoptotischer	NFκB-Signaltransduktion.	Die	TNF-vermittelte	virale	Hepatitis	wird	über	eine	direkte	Wirkung	von	TNF	auf	die	 Hepatozyten	 vermittelt	 (Wohlleber	 et	 al.,	 2012).	 TNF	 kann	 an	 zwei	verschiedene	Rezeptoren	binden,	TNFR1	und	TNFR2	(Hohmann	et	al.,	1989),	die	TNF-vermittelte	 virale	 Hepatitis	 ist	 jedoch	 allein	 von	 TNFR1	 abhängig	
(Abbildung	3).	Über	 TNFR1	 können	 durch	 die	 sequentielle	 Bildung	 unterschiedlicher	Multiproteinkomplexe	 verschiedene,	 sowohl	 pro-	 als	 auch	 antiapoptotische	Signalwege	 induziert	 werden.	 Nach	 TNFR1-Stimulation	 kommt	 es	 zur	 Bildung	von	 Komplex	I,	 in	 dem	 der	 antiapoptotische	 NFκB-Signalweg	 eingeleitet	 wird.	Die	darauffolgende	Internalisierung	des	Rezeptors	ermöglicht	die	Induktion	von	Zelltod	über	die	Bildung	von	Komplex	II	(Micheau	and	Tschopp,	2003).	In	 den	 meisten	 Zelltypen	 führt	 TNFR1-Stimulation	 allerdings	 ohne	 Weiteres	nicht	 zur	 Induktion	 von	 Zelltod	 (Natoli	 et	 al.,	 1998;	 Nophar	 et	 al.,	 1988).	 Die	proapoptotische	 Signalkaskade,	 einschließlich	 der	 Aktivierung	 von	 Caspase	8,	Bid,	 Caspase	9,	 Caspase	3	und	PARP	wurde	 tatsächlich	 in	uninfizierten	Mäusen	nicht	 eingeleitet,	 sondern	 ausschließlich	 nach	 Infektion	 (Abbildung	4).	 Dies	bedeutet,	dass	in	uninfizierten	Zellen	TNFR1-vermittelte	Apoptose-Signale	schon	sehr	 weit	 proximal	 blockiert	 sein	 müssen,	 wohingegen	 diese	 Blockade	 durch	Infektion	überwunden	wird.	Es	gibt	verschiedene	Möglichkeiten,	worin	diese	Blockade	bestehen	könnte	und	wie	sie	durch	die	virale	Infektion	überwunden	werden	könnte.	Es	wird	davon	ausgegangen,	dass	es	zwei	Wege	gibt,	auf	denen	Caspase	8	über	TNFR1	 aktiviert	 werden	 kann,	 und	 zwar	 in	 TNFR-Komplex	IIa	 und	 IIb.	Dementsprechend	werden	zwei	verschiedene	Checkpoints	im	proximalen	TNFR-Apoptose-Signalweg	 postuliert,	 welche	 die	 Induktion	 von	 Zelltod	 regulieren:	Einen	NFκB-vermittelten	Checkpoint	für	TNFR-Komplex	IIa,	der	in	Abhängigkeit	von	 Protein-Neusynthese	 für	 langfristige,	 protektive	 Effekte	 sorgt	 und	 einen	frühen	 Checkpoint	 für	 TNFR-Komplex	IIb,	 der	 unabhängig	 von	 NFκB	 und	Proteinexpression	 greift,	 sondern	 zentral	 vom	 Ubiquitinnetzwerk	 am	 TNFR-
V.	Diskussion	
	96	
Komplex	I	abhängig	ist	(Dondelinger	et	al.,	2013;	Haas	et	al.,	2009;	Natoli	et	al.,	1998;	O'Donnell	and	Ting,	2010).		Die	protektiven	Effekte	von	NFκB	werden	durch	die	Transkription	und	Synthese	von	antiapoptotischen	Proteinen	erzielt.	Dabei	ist	das	NFκB-Zielgen	cFLIP	für	die	Inhibition	 der	 Caspase	8-Aktivierung	 in	 Komplex	IIa	 von	 zentraler	 Bedeutung	(Irmler	et	al.,	1997;	Micheau	et	al.,	2001;	Micheau	and	Tschopp,	2003;	Wang	et	al.,	 2008).	 In	Abwesenheit	 von	NFκB-Signaltransduktion	 z.B.	 durch	 experimen-telle	 Inhibition	 der	 NFκB-Aktivierung	 oder	 Proteinsynthese	 wird	 die	 TNFR1-abhängige	Aktivierung	von	Caspase	8	begünstigt	(Kreuz	et	al.,	2001;	Leist	et	al.,	1994;	O'Donnell	and	Ting,	2011;	Van	Antwerp	et	al.,	1996).	Erwartungsgemäß	erfolgte	 in	der	vorliegenden	Arbeit	nach	TNF-Stimulation	 in	uninfizierten	 Mäusen	 eine	 Aktivierung	 von	 NFκB,	 überraschenderweise	 aber	ebenso	in	infizierten	Tieren	(Abbildung	5).	Es	 erscheint	 paradox,	 dass	 in	 infizierten	 Mäusen	 trotz	 der	 eingeleiteten	antiapoptotischen	NFκB-Signale	Apoptose	 veranlasst	wird.	Die	Aktivierung	der	beiden	 scheinbar	 widersprüchlichen	 Signalwege	 erfolgte	 jedoch	 tatsächlich	 in	ein	 und	 dem	 selben	 infizierten	Hepatozyten	 (Abbildung	7).	 Die	 Induktion	 des	antiapoptotischen	NFκB-Signalwegs	ging	dabei	 sogar	der	Caspasen-Aktivierung	voraus	 (Abbildung	6).	 Zu	 beachten	 bleibt	 jedoch,	 dass	 die	 Apoptose-Signale	über	 eine	Enzymkaskade	übermittelt	werden,	während	die	 protektiven	Effekte	von	NFκB	abhängig	von	der	Proteinexpression	antiapoptotischer	Proteine	sind.	Somit	 kommt	 die	 zwar	 schnell	 induzierte	 NFκB-Antwort	 erst	 mit	 einer	Verzögerung	zum	Tragen	(Natoli	et	al.,	1998).	Dieser	Effekt	betrifft	allerdings	die	uninfizierten	und	 infizierten	Tiere	gleichermaßen,	da	die	NFκB-Aktivierung	bei	beiden	Gruppen	mit	der	gleichen	Kinetik	erfolgte.	Es	 war	 auch	 kein	 direkter	 Einfluss	 der	 Infektion	 auf	 die	 Menge	 von	 cFLIP	 zu	beobachten	 (Abbildung	8	C),	 der	 zum	 Beispiel	 durch	 eine	 reduzierte	 basale,	TNF-unabhängige	NFκB-Aktivierung	hätte	bedingt	sein	können	(Rahmani	et	al.,	2001).	Folglich	muss	 der	 TNFR1-vermittelten	 Induktion	 von	 Apoptose	 nach	 Infektion	ein	NFκB-unabhängiger	Mechanismus	zu	Grunde	liegen.	
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2. Die	 virale	 Infektion	 begünstigt	 die	 Aktivierung	 der	
Initiator-Caspase	8	wahrscheinlich	in	TNFR1-Komplex	IIb.	Alternativ	 zu	 Komplex	IIa,	 der	 sich	 unter	 NFκB-Inhibition	 formiert,	 kann	Caspase	8	 nach	 TNFR1-Stimulation	 in	 TNFR-Komplex	IIb	 aktiviert	 werden.	 Die	Formation	 von	 Komplex	IIb	 wird	 über	 das	 Ubiquitinnetzwerk	 am	 TNFR-Komplex	I	reguliert	(Christofferson	et	al.,	2014;	Dondelinger	et	al.,	2013;	Haas	et	al.,	 2009;	 Legarda-Addison	 et	 al.,	 2009).	 Die	 virale	 Infektion	 könnte	 die	Aktivierung	 von	 Caspase	8	 dementsprechend	 durch	 eine	 Beeinflussung	 der	Ubiquitinylierungen	an	Komplex	I	ermöglichen.	Durch	 die	 experimentelle	 Inhibition	 oder	 Deletion	 der	 Ubiquitinligasen	 cIAP1	und	cIAP2	oder	des	Adapterproteins	TRAF2	lässt	sich	in	das	Ubiquitinnetzwerk	eingreifen	 und	 die	 TNF-vermittelte	 Einleitung	 von	 Apoptose	 über	 den	 Kom-plex	IIb	fördern	(Petersen	et	al.,	2007;	Tada	et	al.,	2001;	Varfolomeev	et	al.,	2007;	Vince	et	al.,	2009;	Wang	et	al.,	2008).	Interessanterweise	wird	wie	bei	der	TNF-vermittelten	 viralen	 Hepatitis	 auch	 in	 diesen	 Studien	 eine	 Induktion	 von	Apoptose	 beobachtet,	 ohne	 dass	 die	 NFκB-Aktivierung	 beeinträchtigt	 wird	(Varfolomeev	et	al.,	2007;	Wang	et	al.,	2008).	Physiologisch	 kann	 die	 Verfügbarkeit	 von	 TRAF2	 und	 cIAP1/2	 durch	 TNFR2-Stimulation	 reduziert	 werden	 (Chan	 and	 Lenardo,	 2000;	 Fotin-Mleczek	 et	 al.,	2002;	 Li	 et	 al.,	 2002).	 Obwohl	 TNFR2	 kein	 Todesrezeptor	 ist	 (Wajant	 et	 al.,	2003),	 ist	 auf	 diese	 Weise	 seine	 Beteiligung	 an	 der	 proapoptotischen	 TNF-Signaltransduktion	 im	 infizierten	 Hepatozyten	 durchaus	 denkbar.	 Dies	 konnte	jedoch	mit	Hilfe	von	TNFR2	KO-Mäusen	ausgeschlossen	werden	(Abbildung	3).	cIAP1	 und	 2	 können	 außerdem	 über	 die	mitochondrialen	 Faktoren	 SMAC	 und	HtrA2	inaktiviert	werden	(Verhagen	et	al.,	2000;	Verhagen	et	al.,	2002;	Yang	et	al.,	 2003).	 Dementsprechend	 könnte	 die	 Permeabilisierung	 von	Mitochondrien	die	 Inaktivierung	 von	 cIAPs	 und	 folglich	 die	Komplex	IIb-vermittelte	 Induktion	von	 Apoptose	 begünstigen.	 Allerdings	 konnte	 nach	 viraler	 Infektion	 zwar	 eine	erhöhte	Vulnerabilität	der	Mitochondrien	beobachtet	werden,	aber	nicht	per	se	ein	 verstärktes	 Aufkommen	 mitochondrialer	 Proteine	 im	 Zytoplasma	 (Abbil-
dung	13,	Abbildung	16	und	nicht	gezeigte	Daten).	
V.	Diskussion	
	98	
Nicht	 zuletzt	 spricht	 die	 Untersuchung	 der	 Proteinmengen	 von	 cIAP1	 und	TRAF2,	bei	der	sich	keine	Reduktion	nach	viraler	Infektion	zeigte	(Abbildung	8),	gegen	die	Hypothese,	dass	die	virale	Infektion	über	cIAPs	und	TRAF2	Einfluss	auf	das	Ubiquitinnetzwerk	am	TNFR1	nimmt.	Das	Ubiquitinnetzwerk	wird	jedoch	neben	cIAPs	und	TRAF2	von	vielen	anderen	Faktoren	 beeinflusst,	 die	 in	 dieser	 Arbeit	 nicht	 untersucht	 wurden,	 wie	 den	LUBAC-Komplex,	A20	und	CYLD	 (Weinlich	and	Green,	2014).	Deshalb	bleibt	 es	weiterhin	ein	interessanter	Ansatzpunkt	für	nachfolgende	Untersuchungen.			In	einer	kürzlich	veröffentlichen	Studie	wurde	gezeigt,	dass	neben	Veränderun-gen	 im	Ubiquitinnetzwerk	die	Kinase	NIK	essentiell	 für	die	Bildung	von	TNFR-Komplex	IIb	 ist	 (Boutaffala	 et	 al.,	 2015).	 In	 derselben	 Studie	 wurde	 eine	Stabilisation	 NIK	 in	 Lebergewebe	 nach	 adenoviraler	 Infektion	 und	 eine	Reduktion	 TNF-vermittelter	 viraler	 Hepatitis	 in	 NIK-defizienten	 Mäusen	beobachtet.	Dies	lässt	vermuten,	dass	NIK	ein	Schlüsselmolekül	ist,	über	das	die	Infektion	 die	 Aktivierung	 von	 Caspase	8	 bewirkt.	 Ungeklärt	 bleibt,	 wie	 es	 zur	Stabilisation	von	NIK	kommt.	Denn	eine	Akkumulation	von	NIK	ist	nur	als	Folge	einer	Depletion	von	cIAPs	oder	TRAF2	bekannt,	die	andernfalls	eine	konstitutive	proteasomale	 Degradation	 von	 NIK	 hervorrufen	 würden	 (Rauert	 et	 al.,	 2010;	Varfolomeev	 et	 al.,	 2007).	Wie	 bereits	 betont,	 bleiben	 die	 Protein-Mengen	 von	cIAP1	und	TRAF2	nach	viraler	Infektion	jedoch	unverändert.		Obwohl	in	einer	Vielzahl	von		Studien	davon	ausgegangen	wird,	dass	die	TNFR1-	vermittelte	 Apoptose	 mit	 der	 Aktivierung	 von	 Caspase	8	 eingeleitet	 wird	(Micheau	and	Tschopp,	2003;	Ramakrishnan	and	Baltimore,	2011;	Wang	et	 al.,	2008),	 ist	 auch	 das	 Szenario	 denkbar,	 dass	 dies	 nicht	 das	 initiale	 apoptotische	Ereignis	 ist,	 sondern	dass	die	Caspase	8-Aktivierung	distal	 einer	Permeabilisie-rung	 von	 Mitochondrien	 stattfindet.	 So	 könnte	 die	 Aktivierung	 von	 Caspase	8	durch	Ausschüttung	 von	mitochondrialem	SMAC/HtrA2	und	die	 Inhibition	 von	IAPs	ermöglicht	werden	oder	in	einem	positiven	Feedbackloop	über	die	Spaltung	durch	Effektorcaspasen	bewirkt	werden	(Ferreira	et	al.,	2012;	Slee	et	al.,	1999;	Yang	et	al.,	2006).		
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XIAP	 kann	 CTL-Effektorfunktionen	 inhibieren	 und	 Todesrezeptor-vermittelte	Apoptose	verhindern	(Cummins	et	al.,	2004;	Deveraux	and	Reed,	1999;	Jost	et	al.,	2009;	Kashkar	et	al.,	2006;	Seeger	et	al.,	2010).	Verschiedene	Studien	beschrei-ben	eine	Sensibilisierung	von	XIAP-defizienten	Zellen	gegen	Apoptose	(Chawla-Sarkar	 et	 al.,	 2004;	 Sasaki	 et	 al.,	 2000).	 Eine	 Rolle	 von	 XIAP	 in	 der	 Virus-induzierten	 Sensibilisierung	 gegen	 TNF-vermittelte	 Apoptose	 konnte	 jedoch	ausgeschlossen	 werden,	 da	 die	 Deletion	 von	 XIAP	 nicht	 ausreichend	 war,	 um	uninfizierte	 Mäuse	 für	 eine	 TNF-vermittelte	 Caspase	8-	 und	3-Aktivierung	 zu	prädisponieren	(Abbildung	9).	Nichtsdestoweniger	 hatte	 eine	 ektopische	 Überexpression	 von	 XIAP	 in	infizierten	Mäusen	einen	protektiven	Effekt	gegen	TNF-vermittelte	Apoptose.	Da	XIAP	 als	 direkter	 Inhibitor	 von	 Caspase	3,	 7	 und	 9,	 nicht	 aber	 von	 Caspase	8	bekannt	 ist	 (Eckelman	 et	 al.,	 2006;	 Scott	 et	 al.,	 2005;	 Shiozaki	 et	 al.,	 2003;	Stennicke	 et	 al.,	 2002),	 wurde	 durch	 die	 Überexpression	 eine	 Blockade	 im	distalen	apoptotischen	TNFR-Signalweg	erwartet.	Überraschenderweise	konnte	so	aber	auch	die	Caspase	8-Aktivierung	verhindert	werden.	Dies	offenbart	eine	bislang	unbekannte	Funktion	von	XIAP	in	der	Apoptose-Regulation	proximal	von	Caspase	8.	Diese	könnte	auf	der	Redundanz	zwischen	XIAP	und	cIAPs	beruhen.	XIAP	besitzt	wie	cIAPs	Ubiquitinligase-Aktivität	(Damgaard	et	al.,	2012;	Galban	and	Duckett,	2010),	 hat	 das	 Potential,	 RIPK1	 zu	 ubiquitinylieren	 (Tenev	 et	 al.,	 2011),	 und	könnte	so	cIAP1	und	cIAP2	in	der	proximalen	TNFR-Signaltransduktion	ersetzen.	Andererseits	 ist	 diese	 Funktion	 von	 XIAP	 mit	 der	 zuvor	 angesprochenen	Hypothese	 vereinbar,	 dass	 ein	 Feedbackloop	 über	 Effektor-Caspasen	 nötig	 ist,	um	Caspase	8	 vollständig	 zu	 aktivieren.	 In	 diesem	Fall	würde	 sich	 die	Überex-pression	von	XIAP	durch	die	Inhibition	von	Effektor-Caspasen	auf	die	Caspase	8-Aktivierung	auswirken.		Obwohl	 letztendlich	 offen	 bleibt,	 über	 welchen	 Mechanismus	 eine	 virale	Infektion	 in	den	TNFR1-Signalweg	eingreift	und	so	die	Induktion	von	Apoptose	begünstigt,	konnte	in	dieser	Arbeit	eine	Rolle	von	NFκB	und	XIAP	ausgeschlossen	werden.	Weitere	Untersuchungen	sind	nötig,	um	zu	klären,	welche	Auswirkun-gen	die	 virale	 Infektion	auf	proximale	TNFR1-Signal-Komplexe,	 im	Besonderen	
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TNFR-Komplex	IIb,	 hat	 und	 inwieweit	 ein	 positiver	 Feedbackloop	 über	Effektorcaspasen	zur	Caspase	8-Aktivierung	beiträgt.	
3. Die	 zellintrinsische	Detektion	der	 viralen	 Infektion	 erfolgt	
vermutlich	 unabhängig	 von	 klassischen	 innaten	 Immun-
rezeptoren,	sondern	über	zellulären	Stress.	Die	 Sensibilisierung	 für	 eine	 TNF-vermittelte	 Hepatitis	 durch	 adenovirale	Infektion	konnte	unabhängig	von	den	viral	codierten	Transgenen,	wie	GFP	und	Ovalbumin,	 hervorgerufen	 werden	 (Abbildung	2).	 Dies	 zeigt,	 dass	 kein	spezifischer,	 toxischer	 Effekt	 der	 Transgene	 verantwortlich	 zu	 machen	 ist.	Außerdem	 kann	 ausgeschlossen	 werden,	 dass	 der	 TNF-vermittelten	 viralen	Hepatitis	 eine	 adaptive	 Immunantwort	 gegen	 diese	 Transgene	 oder	 den	adenoviralen	 Vektor	 zugrunde	 lag,	 da	 48	h	 nach	 Infektion,	 zum	 Zeitpunkt	 der	TNF-Injektion,	noch	keine	endogene	adaptive	Immunantwort	detektiert	werden	konnte	 (Wohlleber	 et	 al.,	 2012)	 und	 auch	 in	 B-und	 T-Zell-defizienten	 Mäusen	eine	TNF-vermittelte	virale	Hepatitis	hervorgerufen	werden	konnte	(Daten	nicht	gezeigt).		Stattdessen	wird	ein	innater	Mechanismus	zur	Detektion	der	Infektion	als	Basis	für	die	Sensibilisierung	für	TNF-vermittelte	virale	Hepatitis	vermutet.		In	infizierten	Zellen	erfolgt	die	Erkennung	einer	Infektion	in	erster	Instanz	durch	PRR,	 die	 das	 Virus	 anhand	 von	 hochkonservierten	 pathogenen	 Strukturen	identifizieren.	Adenoviren,	doppelsträngige	DNA-Viren,	werden	durch	TLR9	erkannt.	Zusätzlich	sind	 zytosolische	 Sensoren	 für	 die	 Erkennung	 viraler	 Nukleinsäuren	 und	 von	Replikationsintermediaten	zuständig	(Zhu	et	al.,	2007).	Wohlleber	 et	 al.	 (2012)	 konnten	bereits	 durch	den	Einsatz	 von	PRR-Agonisten	zeigen,	dass	die	Sensibilisierung	für	TNF-vermittelte	Hepatitis	nicht	allein	durch	die	Erkennung	viraler	Strukturen	über	PRR	erreicht	wird.In	dieser	Arbeit	konnte	darüber	hinaus	eine	Beteiligung	aller	TLR	und	der	zytosolischen	Nukleinsäure-Sensoren	 STING	 und	 MDA5	 an	 der	 Sensibilisierung	 für	 eine	 TNF-vermittelte	
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Hepatitis	gänzlich	ausgeschlossen	werden	(Abbildung	10).	Zudem	spricht	auch	die	 Unabhängigkeit	 von	 den	 zwei	 wichtigsten	 Effektoren	 der	 PRR-Stimulation,	der	 Typ	I-IFN	 und	 des	 ASC-abhängigen	 Inflammasoms,	 gegen	 eine	 Beteiligung	von	PRR.		Interessanterweise	wird	 eine	wechselseitige	Beeinflussung	 von	Todesrezeptor-Signaltransduktion	 und	 innater	 Immunerkennung	 vermutet,	 da	 TNFR-Adapterproteine,	 wie	 TRADD	 und	 RIPK1,	 auch	 in	 der	 Signaltransduktion	 von	PRR	 eine	 Rolle	 spielen	 (Wilson	 et	 al.,	 2009).	 Darüber	 hinaus	 kann	 PRR-Stimulation	 direkt	 in	 Induktion	 von	 Zelltod	münden.	 Dies	 kann	 bei	 TLRs	 über	TRIF	und	die	Rekrutierung	von	RIPK1	geschehen	(Kaiser	and	Offermann,	2005).	Eine	Rolle	von	TRIF	 in	der	TNF-vermittelten	viralen	Hepatitis	konnte	 in	dieser	Arbeit	widerlegt	werden.	Außerdem	 existiert	 eine	 inflammatorische	 Form	 des	 Zelltods	 (Pyroptose),	 die	abhängig	 von	 Caspase	1	 ist,	 dem	 zentralen	 Bestandteil	 von	 Inflammasomen	(Lamkanfi	and	Dixit,	2014).	Durch	den	Einsatz	eines	Caspase-1-Inhibitors	konnte	bestätigt	 werden,	 dass	 die	 TNF-induzierte	 virale	 Hepatitis	 unabhängig	 von	klassischer,	 ASC-abhängiger	 Inflammasomaktivierung	 ist	 (Daten	 nicht	 gezeigt).	Allerdings	kann	auch	Caspase	11	nach	Aktivierung	 in	einem	nicht-kanonischen,	ASC-unabhängigen	 Inflammasom	Pyroptose	 induzieren	 (Kayagaki	 et	 al.,	 2011).	Formal	 kann	 also	 eine	 Rolle	 von	 Caspase	 11	 in	 der	 TNF-vermittelten	 viralen	Hepatitis	 nicht	 ausgeschlossen	 werden.	 Jedoch	 wurde	 eine	 Aktivierung	 von	Caspase	11	bisher	vor	allem	als	Antwort	auf	bakterielle	Infektionen	beobachtet	(Jorgensen	and	Miao,	2015).	Adenovirale	 Infektionen	werden	hingegen	mit	der	Induktion	eines	ASC-abhängigen	NLRP3-Inflammasoms	 in	Verbindung	gebracht	(Barlan	et	al.,	2011),	wodurch	eine	Rolle	von	Caspase	11	in	der	Sensibilisierung	für	TNF-vermittelte	virale	Hepatitis	sehr	unwahrscheinlich	ist.	Des	 Weiteren	 ist	 beschrieben	 worden,	 dass	 über	 das	 mitochondriale	 Protein	MAVS	 Apoptose	 induziert	 werden	 kann	 (El	 Maadidi	 et	 al.,	 2014;	 Holm	 et	 al.,	2007;	Lei	et	al.,	2009).	MAVS	ist	ein	essentieller	Adapter	im	Signalweg	der	RLR,	einer	 Gruppe	 zytosolischer	 Nukleinsäure-Sensoren	 (Wu	 and	 Chen,	 2014).	 In	dieser	 Arbeit	 wurde	 MDA5	 als	 einziges	 Mitglied	 der	 RLR-Familie	 untersucht.	
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Deshalb	bleibt	offen,	ob	RLR-Signaltransduktion	über	MAVS	die	Sensibilisierung	für	TNF-vermittelte	Hepatitis	bedingen	könnte.		Vorläufige	 Experimente	 mit	 MAVS	KO-Mäusen	 sprechen	 allerdings	 gegen	 eine	Beteiligung	von	MAVS	an	der	Sensibilisierung	 für	TNF-vermittelte	Hepatitis,	da	auch	 MAVS-defiziente	 Mäuse	 nach	 Infektion	 und	 TNF-Applikation	 einen	Leberschaden	entwickeln	konnten	(Daten	nicht	gezeigt).		Entsprechend	 bestätigen	 die	 Ergebnisse	 dieser	 Arbeit,	 dass	 eine	 Erkennung	struktureller	 Komponenten	 des	 Virus	 über	 PRR	 nicht	 ausreicht,	 um	 eine	Sensibilisierung	 der	 Hepatozyten	 für	 TNF-vermittelten	 Zelltod	 zu	 bedingen	(Wohlleber	et	al.,	2012)	und	deuten	darüber	hinaus	darauf	hin,	dass	PRR	dafür	nicht	notwendig	sind.	Dies	wird	zusätzlich	durch	Experimente	mit	UV-inaktiviertem	AdGOL	und	LCMV	unterstützt.	 Durch	 eine	 UV-Inaktivierung	 werden	 DNA-Replikation	 und	Genexpression	 verhindert,	 die	 Strukturen	 im	 Virus-Partikel	 bleiben	 jedoch	weitestgehend	 erhalten.	 Die	 UV-inaktivierten	 Viren	 konnten	 keine	 TNF-vermittelte	 Hepatitis	 induzieren	 (Wohlleber	 et	 al,	 2012	 und	 nicht	 gezeigte	Daten).	Somit	kann	eine	Erkennung	von	Strukturen	der	Viruspartikel	durch	PRR	als	 Ursache	 für	 die	 Sensibilisierung	 gegen	 TNF-vermittelte	 Hepatitis	 ausge-schlossen	werden.		Wenn	 es	 nicht	 die	 Detektion	 der	 viralen	 Infektion	 durch	 PRR	 ist,	 die	 zur	Sensibilisierung	 für	 eine	 TNF-vermittelte	 Hepatitis	 beiträgt,	 so	 stellt	 sich	 die	Frage,	 welche	 initialen	 Reaktionen	 der	 Zelle	 auf	 die	 virale	 Infektion	 es	stattdessen	 sein	 können.	 Die	 Tatsache,	 dass	 die	 Sensibilisierung	 neben	 dem	Adenovirus	 auch	 durch	 LCMV,	 einem	 Virus	 einer	 anderen	 Familie,	 ausgelöst	werden	kann,	weist	auf	einen	universelleren	Detektionsmechanismus	hin.	Viren	benutzen	 zelluläre	Maschinerien	und	Ressourcen	 für	 ihren	Lebenszyklus	und	strapazieren	dabei	die	zelluläre	Homöostase	(He,	2006).	Abweichungen	von	der	zellulären	Homöostase	werden	an	den	betroffenen	Organellen	detektiert	und	in	 Stress-Antworten	 umgesetzt.	 Deshalb	 wurde	 in	 Betracht	 gezogen	 und	überprüft,	ob	die	virale	Infektion	der	Leber	als	Störfaktor	der	Homöostase	durch	zelluläre	Stress-Antworten	detektiert	wird.		
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Im	Unterschied	zu	anderen	Studien,	die	nach	viraler	Infektion	eine	Induktion	von	ER-Stress	durch	die	massive	Produktion	viraler	Proteine	zeigen	(He,	2006;	Zhang	and	Wang,	2012),	konnte	in	den	ersten	48h	nach	Infektion	der	Leber	mit	AdGOL	keine	 ER-Stress-Antwort	 detektiert	 werden	 (Abbildung	 11	A,	B).	 Dies	 kann	darauf	 zurückzuführen	 sein,	 dass	 durch	 die	 Deletion	 von	 E1	 und	 E3	 im	 hier	verwendeten	Adenovirus	kaum	adenovirale	Proteine,	sondern	vorrangig	nur	die	viral	codierten	Transgene	in	den	infizierten	Zellen	exprimiert	werden.		Nach	 adenoviraler	 Infektion	 konnte	 jedoch	 oxidativer	 Stress	 in	 Form	 eines	erhöhten	 Vorkommens	 von	 reaktiven	 Sauerstoff-	 oder	 Stickstoffspezies	(ROS/RNS)	 in	 der	 Leber	 beobachtet	 werden	 (Abbildung	11	D).	 Dies	 steht	 im	Einklang	 mit	 verschiedenen	 Studien,	 die	 zeigen,	 dass	 virale	 Infektionen	 der	Leber	 mit	 oxidativem	 Stress	 assoziiert	 sind	 (Loguercio	 and	 Federico,	 2003;	Okuda	et	al.,	2002).	Auch	nach	adenoviraler	Infektion	von	Makrophagen	ist	eine	Induktion	 von	 oxidativem	 Stress	 beschrieben	worden,	 als	 dessen	Ursache	 eine	Produktion	von	mitochondrialen	ROS	postuliert	wird	(McGuire	et	al.,	2011).	Eine	Rolle	mitochondrialer	ROS	in	der	Sensibilisierung	für	eine	TNF-vermittelte	virale	 Hepatitis	 konnte	 in	 dieser	 Arbeit	 jedoch	 durch	 Anwendung	 eines	mitochondrialen	Antioxidans	ausgeschlossen	werden	(Abbildung	15).	Die	Mitochondrien	gelten	als	 eine	wichtige	Quelle	von	ROS	und	 sind	ein	Fokus	ROS-vermittelter	 Schäden	 (Hill	 et	 al.,	 2012).	 Da	 allerdings	 nicht	 untersucht	wurde,	 ob	 das	 verwendete	 mitochondriale	 Antioxidans	 MitoQ	 den	 Anstieg	 an	ROS/RNS	 nach	 Infektion	 verhindert,	 kommen	 noch	 andere	 ROS/RNS-Quellen	neben	 den	Mitochondrien	 in	 Frage,	 wie	 das	 ER	 und	 Peroxisomen	 (Brown	 and	Borutaite,	2012).	Darüber	hinaus	könnten	die	ROS	auch	von	anderen	Leberzel-len,	wie	residenten	inflammatorischen	Zellen	stammen	(Jaeschke	et	al.,	1999).	Die	 Rolle	 von	 ROS	 in	 der	 Sensibilisierung	 für	 TNF-vermittelte	 virale	 Hepatitis	konnte	also	nicht	vollständig	geklärt	werden.	 Im	Gegensatz	dazu	wurde	bereits	in	 früheren	 Studien	 gezeigt,	 dass	 im	 selben	 Hepatitis-Modell	 ROS	 für	 die	Ausführung	der	TNF-vermittelten	Apoptose	nach	viraler	Infektion	essentiell	sind	(Gärtner,	2011).		
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Neben	 oxidativem	 Stress	 wurde	 durch	 die	 Infektion	 mit	 AdGOL	 eine	 DNA-Schadens-Antwort	 (DDR)	 ausgelöst,	 die	 auf	 genotoxischen	 Stress	 im	 Sinne	 von	DNA-Schädigung	 oder	 Replikationsfehlern	 schließen	 lässt	 (Abbildung	11	C).	Viren,	 inklusive	 Adenoviren,	 sind	 als	 potentielle	 Auslöser	 einer	 DDR	 bekannt	(Luftig,	2014;	Stracker	et	al.,	2002).	Es	erscheint	jedoch	überraschend,	dass	hier	ein	 replikationsdefizientes,	 E1/E3-deletiertes	 Adenovirus	 eine	 DNA-Schadensantwort	auslösen	kann.	Allerdings	kann	bei	einem	solchen	Adenovirus	in	Abhängigkeit	von	E2	eine	Replikation	viraler	DNA	festgestellt	werden	(Rittner	et	al.,	1997),	die	ausreichen	könnte,	um	eine	DDR	zu	 induzieren	(Nichols	et	al.,	2009).	Außerdem	können	auch	strukturelle	Komponenten,	wie	die	adenovirale,	lineare	 doppelsträngige	 DNA,	 eine	 DDR	 unabhängig	 von	 DNA-Replikation	aktivieren	 (Luftig,	 2014).	 Obwohl	 bekannt	 ist,	 dass	 auch	 RNA-Viren	 eine	 DDR	auslösen	können	(Luftig,	2014),	bleibt	zu	untersuchen,	ob	diese	Stress-Antwort	auch	nach	LCMV-Infektion	induziert	wird.		Stress-Antworten	 werden	 am	 Mitochondrium	 über	 die	 Regulation	 der	mitochondrialen	 Permeabilität	 integriert	 und	 führen	 bei	 starkem	 Stress	 durch	die	 Ausschüttung	 von	 proapoptotischen	 Proteinen	 des	 Intermembranraums	(IMS)	der	Mitochondrien	zur	 Induktion	von	Zelltod	 (Galluzzi	 et	 al.,	 2012a).	Die	mitochondriale	 Permeabilität	 kann	 dabei	 über	 p53,	 ROS	 und	 Ca2+	 oder	 die	Regulation	von	Proteinen	der	Bcl-2-Familie	erhöht	werden	(Kroemer	et	al.,	2007;	Vaseva	and	Moll,	2009).	Die	 Bcl-2-Familie	 enthält	 pro-	 und	 antiapoptotische	 Mitglieder,	 die	 unter	physiologischen	Bedingungen	miteinander	 im	Gleichgewicht	 stehen	 (Youle	 and	Strasser,	 2008).	 Die	 virale	 Infektion	 der	 Leber	 und	 die	 damit	 verbundene	Induktion	von	Stress-Antworten	ging	jedoch	mit	einer	differentiellen	Regulation	von	 Bcl-2-Proteinen	 einher	 (Abbildung	12).	 Während	 antiapototische	 Bcl-2-Proteine	unbeeinflusst	blieben,	stieg	die	Menge	der	proapoptotischen	Mitglieder	Bax	und	Bim	an.	Dies	deutet	auf	ein	Ungleichgewicht	zugunsten	von	proapoptoti-schen	Faktoren	hin.	Im	Falle	von	Bax	konnte	der	Anstieg	in	der	Proteinmenge	auf	eine	Zunahme	von	Bax-mRNA	 zurückgeführt	 werden.	 Eine	 transkriptionelle	 Aktivierung	 von	 Bax	und	Bim	durch	p53,	auch	 im	Rahmen	einer	DDR	und	oxidativem	Stress,	wurde	
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bereits	beobachtet	(Happo	et	al.,	2012;	Miyashita	and	Reed,	1995;	Steckley	et	al.,	2007).	Dies	spricht	für	einen	kausalen	Zusammenhang	zwischen	dem	beobachte-ten	Stress	und	der	Hochregulation	von	Bax	und	Bim	nach	viraler	Infektion.	Das	 Bcl-2-Effektorprotein	 Bax	 liegt	 in	 gesunden	 Zellen	 hauptsächlich	 zytoplas-matisch	 vor,	 im	 Zuge	 seiner	 Aktivierung	 erfolgt	 seine	 Translokation	 zu	 den	Mitochondrien,	 Konformationsänderung	 und	 Oligomerisierung,	 die	 eine	Permeabilisierung	der	mitochondrialen	Membran	bewirkt	(Desagher	et	al.,	1999;	Edlich	et	al.,	2011;	Wolter	et	al.,	1997).	Die	Zunahme	von	Bax	 in	der	mitochon-drialen	 Fraktion	 nach	 Infektion	 deutet	 auf	 einen	 erhöhten	 Aktivierungsstatus	von	Bax	hin.	Die	Aktivierung	von	Bax	unterliegt	allerdings	einem	mehrstufigen	Prozess,	 sodass	 nicht	 davon	 auszugehen	 ist,	 dass	 dies	 notwendigerweise	 mit	einer	 Permeabilisierung	 der	 Mitochondrien	 einhergehen	 muss	 (Ghibelli	 and	Diederich,	2010).	Diesbezüglich	 ist	 außerdem	 zu	 beachten,	 dass	 bei	 der	 Betrachtung	 der	Proteinmenge	-	abgesehen	von	der	Translokation	von	Bax	-	jegliche	posttransla-tionale	 Regulation	 außer	 Acht	 gelassen	 wurde,	 welche	 einen	 sehr	 großen	Einfluss	 auf	 Verfügbarkeit	 und	 Aktivität	 der	 Bcl-2-Proteine	 hat	 (Galluzzi	 et	 al.,	2014;	Happo	et	al.,	2012).	Somit	ist	es	umso	beeindruckender,	dass	sich	allein	auf	Expressionsebene	 ein	 so	 deutlicher	 Effekt	 der	 Infektion	 auf	 das	 Bcl-2-Gleichgewicht	abzeichnet.	Andererseits	erklärt	dies,	warum	nach	Infektion	trotz	des	Ungleichgewichts	der	Bcl-2-Proteine	 keine	 erhöhte	 Ausschüttung	 von	mitochondrialen	 Proteinen	 ins	Zytoplasma	 zu	 beobachten	 war	 (Abbildung	13,	 Abbildung	16).	 Denn	vermutlich	 lagen	 die	 proapoptotischen	 Bcl-2-Proteine	 auch	 nach	 Infektion	überwiegend	in	einem	inaktiven	Zustand	vor.	Dies	verdeutlicht,	dass	eine	virale	Infektion	 eine	 Sensibilisierung	 gegen	 apoptotische	 Stimuli	 hervorruft,	 aber	alleine	nicht	für	eine	Exekution	der	Apoptose	ausreicht.		Zusammengenommen	 stellen	 die	 Ergebnisse	 dieser	 Arbeit	 die	 Notwendigkeit	von	PRR	zur	Sensibilisierung	für	eine	TNF-vermittelte	virale	Hepatitis	 in	Frage.	Dagegen	deuten	sie	auf	eine	Beteiligung	von	zellulärem	Stress	 in	der	Detektion	der	viralen	Infektion,	im	Speziellen	von	nicht-mitochondrialem	oxidativen	Stress	und	 genotoxischem	 Stress,	 der	 unter	 anderem	 durch	 ein	 Ungleichgewicht	
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zwischen	pro-	und	antiapoptotischen	Bcl2-Proteinen	Einfluss	auf	die	Mitochond-rien	 nehmen	 könnte.	 Zu	 betonen	 ist,	 dass	 der	 Virus-bedingte	 zelluläre	 Stress	allein	nicht	 ausreicht,	 um	 spontan	Apoptose	 zu	 induzieren,	 sondern	dafür	TNF	als	zusätzlicher	Stimulus	benötigt	wird.	
4. Mitochondrien:	Der	Schnittpunkt	zwischen	TNF-induzierter	
Apoptose	und	der	Detektion	viraler	Infektionen.	Hepatozyten	 werden	 bezüglich	 ihres	 Apoptosesignalwegs	 als	 Typ	II-Zellen	bezeichnet	(Yin	et	al.,	1999).	Das	bedeutet,	dass	in	diesen	Zellen	mitochondriale	Apoptosesignale	 essentiell	 für	 die	 Exekution	 des	 apoptotischen	 Zelltods	 sind	(Scaffidi	 et	 al.,	 1998).	 Somit	 spielen	 Mitochondrien	 eine	 zentrale	 Rolle	 in	 der	TNFR-vermittelten	 Apoptose	 von	 Hepatozyten.	 Entscheidend	 ist	 dabei	 die	Permeabilisierung	 der	 äußeren	 Mitochondrienmembran	 (OMM),	 die	 eine	Ausschüttung	 von	 proapoptotischen	 Proteinen	 des	 Intermembranraums	 (IMS)	zur	 Folge	hat	 (Kroemer	 et	 al.,	 2007).	Die	Permeabilisierung	der	OMM	 (MOMP)	kann	 durch	 extrinsische	 sowie	 intrinsische	 Faktoren	 induziert	 werden.	Dementsprechend	 können	 am	 Mitochondrium	 der	 extrinsisch	 aktivierte	proapoptotische	 TNFR-Signalweg	 und	 intrinsische	 zelluläre	 Stress-Antworten	auf	eine	virale	Infektion	zusammentreffen.	Um	 zu	 untersuchen,	 ob	 die	 virale	 Infektion	 im	 Sinne	 eines	 intrazellulären	Stressors	 auf	 die	 Mitochondrien	 einwirkt,	 wurden	 in	 der	 vorliegenden	 Arbeit	zunächst	 die	 Morphologie	 und	 respiratorische	 Funktion	 der	 Mitochondrien	uninfizierter	und	infizierter	Lebern	verglichen.			Ovale	 Mitochondrien,	 wie	 sie	 in	 uninfiziertem	 Gewebe	 vorherrschten,	 sind	typisch	 für	 Hepatozyten	 (Youle	 and	 van	 der	 Bliek,	 2012).	 Im	 Kontrast	 dazu	fanden	 sich	 in	 infiziertem	 Lebergewebe	 auch	 längere,	 tubuläre	 Mitochondrien	
(Abbildung	13).	 In	verschiedenen	Studien	wird	eine	mitochondriale	 „Hyperfu-sion“	 als	 Anpassungsreaktion	 auf	 zellulären	 Stress	 beschrieben	 (Gomes	 et	 al.,	2011;	Redpath	et	al.,	2013;	Tondera	et	al.,	2009).	Andererseits	sind	Mitochond-rien	 durch	 die	 Lokalisation	 des	 RLR-Adapterproteins	 MAVS	 als	 Ort	 innater	Immunerkennung	bekannt	(Seth	et	al.,	2005).	Im	Hinblick	darauf	wurde	gezeigt,	
V.	Diskussion		
	 107	
dass	 eine	RLR-Aktivierung	mit	 einer	 Elongation	 von	Mitochondrien	 einhergeht	(Castanier	et	al.,	2010;	Ishikawa	and	Barber,	2008).	Dementsprechend	könnte	das	Auftreten	tubulärer	Mitochondrien	 im	infizierten	Lebergewebe	entweder	als	eine	Folge	einer	Aktivierung	innater	Immunrezepto-ren	 oder	 als	 eine	 Adaption	 der	 Mitochondrien	 an	 zellulären	 Stress	 angesehen	werden.		Die	respiratorische	Funktion	isolierter	Mitochondrien	war	nach	viraler	Infektion	der	Leber	deutlich	beeinträchtigt	(Abbildung	14),	was	sich	in	zwei	verschiede-nen	 respiratorischen	 Parametern	manifestierte.	 Einerseits	 äußerte	 sich	 dies	 in	einem	 verminderten	 Respiratorischen	 Kontrollquotienten	 (RCR).	 Da	 der	 RCR	durch	viele	Aspekte	der	oxidativen	Phosphorylierung	beeinflusst	wird,	gilt	er	als	ein	 guter	 Indikator	 für	 eine	 mitochondriale	 Dysfunktion	 (Brand	 and	 Nicholls,	2011).	Andererseits	 zeigte	 sich	 eine	 Beeinträchtigung	 der	 Respiration	 durch	 die	Infektion	in	Form	einer	stark	erniedrigten	FCCP-abhängigen	Atmung.	FCCP	wirkt	als	Entkoppler	der	Atmung	vom	elektrochemischen	Gradienten	und	wird	so	zur	Stimulation	 der	 maximalen	 Respiration	 eingesetzt.	 Die	 Reduktion	 der	 FCCP-abhängigen	 Atmung	 deutet	 auf	 eine	 geringere	 respiratorische	 Kapazität	 und	erhöhte	 Auslastung	 der	 respiratorischen	 Funktion	 von	 Mitochondrien	 nach	viraler	Infektion	hin.	Mitochondriale	 respiratorische	Dysfunktionen	können	durch	 Schädigungen	der	Atmungskettenenzyme	 oder	 indirekt	 über	 Schädigungen	 mitochondrialer	 DNA	durch	 oxidativen	 Stress	 hervorgerufen	werden	 (Dranka	 et	 al.,	 2011;	Hill	 et	 al.,	2012).	Das	mitochondriale	Antioxidans	MitoQ	konnte	zwar	eine	TNF-vermittelte	Hepatitis	 nicht	 verhindern	 (Abbildung	15),	 dies	 impliziert	 jedoch	 nicht,	 dass	nicht	 ein	 möglicher	 Zusammenhang	 zwischen	 dem	 Auftreten	 von	 oxidativem	Stress	und	der	 respiratorischen	Dysfunktion	von	Mitochondrien	nach	 Infektion	besteht.	 Denkbar	wäre	 auch,	 dass	metabolischer	 Stress,	 ausgelöst	 durch	 einen	erhöhten	 Nährstoff-	 und	 Energiebedarf	 in	 Folge	 der	 Infektion,	 zu	 veränderter	bioenergetischer	 Funktion	 der	 Mitochondrien	 beiträgt	 (Jones	 and	 Thompson,	2009;	Shenk	and	Alwine,	2014).	
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Insgesamt	 konnten	 also	 mitochondriale	 Veränderungen	 in	 Morphologie	 und	respiratorischer	 Funktion	 nach	 viraler	 Infektion	 festgestellt	 werden,	 die	 als	Reaktionen	der	Mitochondrien	auf	zellulären	Stress	und	innate	Immunrezeption	interpretiert	werden	können.	Es	bleibt	allerdings	ungeklärt,	ob	diese	mitochon-drialen	Veränderungen	zur	Sensibilisierung	der	infizierten	Hepatozyten	für	TNF-vermittelten	Zelltod	beitragen.		In	 Hinblick	 auf	 die	 Sensibilisierung	 der	 infizierten	 Hepatozyten	 für	 TNF-vermittelten	Zelltod	war	von	besonderem	Interesse,	ob	die	virale	Infektion	auch	apoptotische	 Funktionen	 von	 Mitochondrien	 beeinflusst.	 Tatsächlich	 zeigten	Untersuchungen	 der	 Mitochondrien-Permeabilisierung	 in	 Antwort	 auf	verschiedene	 proapoptotische	 Trigger	 eine	 erhöhte	 Vulnerabilität	 der	Mitochondrien	infizierter	Lebern	(Abbildung	16).	Dies	betraf	zwei	verschiedene	Mechanismen	 der	 Mitochondrien-Permeabilisierung.	 Der	 eine	 Mechanismus,	nach	 Ca2+-Stimulation,	 wurde	 durch	 mitochondriale	 Permeabilitäts-Transition	(mPT)	ausgeführt,	die	mit	einer	Abnahme	der	Integrität	der	inneren	mitochond-rialen	 Membran	 (IMM)	 und	 folglich	 einem	 Membranpotentialverlust	 und	 dem	Anschwellen	 der	 Mitochondrien	 einhergeht	 (Bonora	 and	 Pinton,	 2014).	 Der	andere	 Mechanismus,	 ausgelöst	 durch	 eine	 Stimulation	 mit	 tBid,	 bewirkte	hingegen	 ohne	 Anzeichen	 einer	 Schädigung	 der	 IMM	 eine	 Ausschüttung	 von	mitochondrialen	 Proteinen.	 Letzteres	 spricht	 für	 eine	 exklusive	 Permeabilisie-rung	der	OMM	durch	Bcl-2-regulierte	MAC-Kanäle	(Dejean	et	al.,	2006;	Martinez-Caballero	et	al.,	2005).	Die	 verstärkte	 Vulnerabilität	 der	 Mitochondrien	 nach	 viraler	 Infektion	 kann	durch	 die	 erhöhte	 Expression	 von	 Bim	 und	 Bax	 erklärt	 werden.	 Zusätzlich	 ist	eine	 Beteiligung	 von	 p53	 möglich,	 welches	 nicht	 nur	 für	 die	 Transkription	proapoptotischer	 Bcl-2-Proteine	 verantwortlich	 ist,	 sondern	 die	 Permeabilisie-rung	der	Mitochondrien	auch	direkt	begünstigen	kann	(Mihara	et	al.,	2003).	P53	wird	im	Rahmen	vieler	zellulärer	Stress-Antworten	aktiviert	(Horn	and	Vousden,	2007)	 und	 interessanterweise	 wurde	 dessen	 Aktivierung	 auch	 nach	 Infektion	der	Leber	mit	einem	E1-	und	E3-deletierten	Adenovirus	beobachtet	(Kubicka	et	al.,	1999).		
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Da	 mPT	 und	 MAC	 in	 der	 erhöhten	 Mitochondrien-Vulnerabilität	 eine	 Rolle	spielen,	war	von	Interesse,	ob	sie	auch	 in	vivo	 im	Rahmen	der	TNF-vermittelten	Apoptose	infizierter	Hepatozyten	relevant	sind.	Die	starke	Reduktion	der	TNF-vermittelten	viralen	Hepatitis	durch	Cyclosporin	A	(CsA)	demonstriert	eine	große	Relevanz	der	mPT	in	diesem	Modell.	Durch	einen	Ca2+-Chelator	 konnte	 die	Hepatitis	 etwa	 im	 selben	Ausmaß	 verringert	werden.	Dies	 lässt	 vermuten,	dass	die	Ca2+-Signale	über	die	 Induktion	der	mPT	wirken.	Diese	Beobachtung	ist	im	Einklang	mit	einzelnen	Studien,	die	eine	Einleitung	von	Ca2+-Signalen	 und	 eine	 Erhöhung	 der	 mitochondrialen	 Ca2+-Konzentration	 im	Rahmen	 der	 apoptotischen	 TNFR1-Signaltransduktion	 zeigen	 (Lao	 and	 Chang,	2008;	Pu	et	al.,	2002).		Dies	wirft	 jedoch	die	Frage	auf,	wie	eine	TNFR1-Stimulation	die	 Induktion	von	Ca2+-Signalen	bewirken	kann.	Das	ER	und	die	Mitochondrien	stellen	den	größten	intrazellulären	 Ca2+-Speicher	 dar	 und	 stehen	 zur	 Regulation	 der	 Ca2+-Homöostase	in	engem	Kontakt	miteinander.	So	kann	ein	schneller	Transfer	von	Ca2+	aus	dem	ER	zu	den	Mitochondrien	erfolgen	(Rizzuto	et	al.,	2009).	An	der	ER-Membran	 lokalisierte	Bcl-2-Proteine	kontrollieren	dabei	die	Aktivität	von	Ca2+-Kanälen	 (Ryu	 et	 al.,	 2010;	 Scorrano	 et	 al.,	 2003).	 So	 könnte	 theoretisch	 von	Caspase	8	aktiviertes	tBid	durch	die	Unterstützung	des	Ca2+-Ausstroms	aus	dem	ER	 die	 Induktion	 einer	 mPT	 bewirken.	 Tatsächlich	 konnte	 in	 primären	Hepatozyten	 eine	 Beteiligung	 von	 Bid	 an	 der	 mPT-Induktion	 nach	 TNFR-Stimulation	 bereits	 gezeigt	 werden	 (Zhao	 et	 al.,	 2003).	 Dies	 steht	 nicht	 im	Widerspruch	 zu	 den	 Daten	 der	 vorliegenden	 Arbeit	 und	 diverser	 früherer	Studien,	 die	 eine	 Induktion	 der	 mPT	 durch	 tBid	 unter	 Verwendung	 isolierter	Mitochondrien	widerlegen	(Kim	et	al.,	2000;	Quinsay	et	al.,	2010;	Scorrano	et	al.,	2002;	Shimizu	and	Tsujimoto,	2000;	Wei	et	al.,	2000).	Denn	Auswirkungen,	die	Bid	 in	 vivo	 indirekt	 über	 andere	 Zellorganellen	 auf	 die	 Mitochondrien	 hat,	können	durch	Versuche	mit	isolierten	Mitochondrien	nicht	erfasst	werden.	Darüber	hinaus	ist	zu	vermuten,	dass	sich	die	Zunahme	von	Bax	nach	Infektion	nicht	 nur	 in	 den	 Mitochondrien	 (Abbildung	12),	 sondern	 ebenso	 in	 der	 ER-Membran	zeigt	und	so	den	Ca2+-Ausstrom	aus	dem	ER	begünstigt	 (Oakes	et	al.,	2003;	Scorrano	et	al.,	2003).		
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Die	 TNF-vermittelte	 virale	 Hepatitis	 konnte	 durch	 einen	 mPT-Inhibitor	 oder	Ca2+-Chelator	 zwar	 stark	 reduziert,	 aber	 nicht	 komplett	 inhibiert	 werden.	 Es	kann	 nicht	 ausgeschlossen	 werden,	 dass	 CsA	 in	 der	 verwendeten	 Dosis	 und	Applikationsart	keine	komplette	Inhibition	der	mPT	erreicht	hat	(Bernardi	et	al.,	2006).	Andererseits	könnte	dieses	Ergebnis	bedeuten,	dass	zusätzlich	noch	ein	anderer	Mechanismus	 existiert,	 der	 für	 30%	 der	 Leberschädigung	 in	 der	 TNF-vermittelten	 viralen	 Hepatitis	 verantwortlich	 ist.	 Da	 die	 mitochondriale	Permeabilisierung	 essentiell	 für	 die	 Apoptose	 von	 Hepatozyten	 ist,	 könnte	 es	sich	um	eine	nicht-apoptotische	Form	des	Zelltods	handeln,	die	unabhängig	von	Mitochondrien	erfolgt,	wie	die	Nekroptose	(Galluzzi	et	al.,	2014;	Tait	et	al.,	2013),	oder	 um	 einen	 CsA-	 und	 Ca2+-unabhängigen	Mechanismus	 der	Mitochondrien-Permeabilisierung,	wie	die	MAC-Kanäle.	Letztere	Hypothese	wird	durch	Studien	an	 primären	 Hepatozyten	 und	 in-vivo-Modellen	 von	 Leberschädigung	 unter-stützt,	 die	 eine	 kombinierte	 Beteiligung	 von	mPT	 und	MAC	 an	 der	Mitochond-rien-Permeabilisierung	zeigen	(Guihard	et	al.,	2004;	Zhao	et	al.,	2003).	Im	 Hinblick	 auf	 diese	 Studien	 unterstützen	 die	 Ergebnisse	 dieser	 Arbeit	 die	Annahme,	dass	in	der	TNF-vermittelten	viralen	Hepatitis	sowohl	mPT	als	auch	–	obwohl	 in	 geringerem	 Maße	 -	 MAC	 die	 Permeabilisierung	 der	 Mitochondrien	verantworten.		Die	mPT	und	vermutlich	auch	MAC-Kanäle	spielen	dementsprechend	einerseits	eine	 wichtige	 Rolle	 in	 der	 Exekution	 der	 TNF-vermittelten	 Apoptose	 nach	Infektion,	vermitteln	andererseits	eine	erhöhte	Vulnerabilität	der	Mitochondrien	nach	viraler	Infektion.	Somit	konnte	bestätigt	werden,	dass	das	Mitochondrium,	genauer	die	Permeabi-lisierung	 seiner	 Membran,	 ein	 Schnittpunkt	 von	 zellulären	 Reaktionen	 auf	 die	virale	 Infektion	 und	 dem	 proapoptotischen	 TNFR-Signalweg	 darstellt.	 Deshalb	ist	es	wahrscheinlich,	dass	die	erhöhte	Vulnerabilität	der	Leber-Mitochondrien	in	der	 Sensibilisierung	 der	 infizierten	 Hepatozyten	 für	 TNF-vermittelten	 Zelltod	eine	Rolle	spielt.	Letztendlich	bleibt	jedoch	offen,	welche	Relevanz	die	erhöhte	Vulnerabilität	der	Mitochondrien	 nach	 Infektion	 auf	 die	 TNF-vermittelte	 Apoptose	 hat.	 So	 ist	 es	
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möglich,	 dass	 sie	 einen	 quantitativen	 Effekt	 auf	 die	 proapoptotische	 TNFR-Signaltransduktion	 hat,	 indem	 sie	 Apoptosesignale	 verstärkt	 und	 dadurch	 die	Exekution	 der	 Apoptose	 beschleunigt.	 Andererseits	 könnte	 sie	 sogar	 einen	qualitativen	 Effekt	 haben,	 indem	 sie	 nötig	 ist,	 um	 die	 Exekution	 der	 Apoptose	infizierter	Hepatozyten	zu	ermöglichen.	Letzteres	würde	 für	 die	 Annahme	 sprechen,	 dass	 die	Mitochondrien	 im	 Fokus	eines	 zwei-Treffer-Systems	 stehen:	 Sowohl	 die	 Infektion	 (Treffer	1)	 als	 auch	proapoptotische	 TNFR-Signale	 (Treffer	2)	 müssen	 auf	 die	 Mitochondrien	„eintreffen“,	um	den	Hepatozyten	in	die	Apoptose	zu	treiben.		Zusammenfassend	 unterstützen	 die	 Ergebnisse	 dieser	 Arbeit	 folgendes	Modell	für	den	molekularen	Mechanismus	der	TNF-vermittelten	Apoptose	virusinfizier-ter	Hepatozyten	(Abbildung	IV):	Die	 virale	 Infektion	 begünstigt	 und	 beschleunigt	 TNFR1-vermittelte	 Todes-Signale	 in	 zwei	 Instanzen,	 den	 Mitochondrien	 und	 den	 proximalen	 TNFR-Komplexen,	 die	 durch	 wechselseitige	 Verstärkung	 zum	 Eintritt	 des	 Zelltods	führen:	1.	Virus-induzierte	Stress-Antworten	werden	am	Mitochondrium	integriert	und	führen	zu	einem	Ungleichgewicht	von	pro-	zu	antiapoptotischen	Bcl-2-Proteinen	z.	B.	durch	Hochregulation	von	Bax.	Dies	bedingt	eine	gesteigerte	Vulnerabilität	der	Mitochondrien.	2.	 Außerdem	 führt	 die	 virale	 Infektion	 zur	 Überwindung	 eines	 Apoptose-Checkpoints	 im	 proximalen	 TNFR1-Signalweg,	 sodass	 die	 Aktivierung	 von	Initiator-Caspase	8	 im	 TNFR1-Komplex	IIb	 ermöglicht	 wird.	 Caspase	8	 spaltet	Bid,	 welches	 proapoptotische	 Bcl-2-Effektorproteine	 wie	 Bax	 aktiviert.	 Diese	begünstigen	über	die	Ca2+-Ausschüttung	aus	dem	ER	die	mPT	und	kontrollieren	die	Formation	von	MAC-Kanälen.		In	 Kombination	 mit	 TNFR1-Signalen	 bewirkt	 die	 virale	 Infektion	 durch	 die	erhöhte	 Vulnerabilität	 der	 Mitochondrien	 folglich	 ihre	 Permeabilisierung	(MOMP)	und	eine	Ausschüttung	mitochondrialer	IMS-Proteine	wie	Cytochrom	C,	SMAC	 und	 HtrA2,	 welche	 für	 die	 Aktivierung	 von	 Effektor-Caspasen	 und	 die	
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Inhibition	von	 IAPs	benötigt	werden	und	unter	Umständen	 in	einem	positivem	Feedbackloop	die	Aktivierung	von	Caspase	8	steigern.	Die	TNFR1-vermittelte	NFκB-Aktivierung	bleibt	unbeeinträchtigt.			
		
Abbildung	 	 IV:	 Schematische	 Darstellung	 eines	 Modells	 zum	 Mechanismus	 der	 TNF-
vermittelten	Apoptose	virusinfizierter	Hepatozyten.		
5. Bedeutung	 der	 TNF-vermittelten	 Eliminierung	 infizierter	
Hepatozyten	für	die	Pathogenese	viraler	Hepatitiden.	CTL	 haben	 eine	 zentrale	 Funktion	 in	 der	 Kontrolle	 von	 HBV-	 und	 HCV-Infektionen	 (Bertoletti	 and	 Maini,	 2000;	 Shoukry	 et	 al.,	 2003;	 Thimme	 et	 al.,	2003).	Sie	können	durch	Zytokine	die	Viren	intrazellulär	inaktivieren	(Guidotti	et	al.,	 1996)	 und	durch	 zytotoxische	Effektorfunktionen	 infizierte	 Zellen	 eliminie-ren	 (Guidotti	 and	 Chisari,	 2006;	 Thimme	 et	 al.,	 2003).	 Gleichzeitig	 tragen	 CTL	
V.	Diskussion		
	 113	
durch	 die	 Gewebeschädigung,	 die	 sie	 so	 vermitteln,	maßgeblich	 zur	 HBV-	 und	HCV-assoziierten	 Leberpathologie	 bei.	 Diese	 kann	 bei	 einer	 akuten	 Hepatitis	einen	 fulminanten	 Verlauf	mit	 Leberversagen	 bewirken	 (Ando	 et	 al.,	 1993).	 In	chronischen	 Infektionen	 schafft	 die	 kontinuierliche	 Induktion	 von	 Zelltod	 und	die	 kompensatorische	 Regeneration	 eine	 proliferative	 und	 inflammatorische	Umgebung,	 die	 eine	 Entstehung	 der	 Folgeerkrankungen	 Fibrose,	 Zirrhose	 und	Krebs	begünstigen	(Guicciardi	et	al.,	2013;	Guidotti	and	Chisari,	2006;	Hikita	et	al.,	2012).	Dementsprechend	haben	CTL	je	nach	Mikroumgebung	und	funktionel-ler	Kapazität	eine	schützende	oder	schädigende	Wirkung	(Bertoletti	and	Maini,	2000).		Dass	 dementsprechend	 auch	 die	 TNF-vermittelte	 Eliminierung	 infizierter	Hepatozyten	 sowohl	 an	 pathologischen	 als	 auch	 protektiven	 Effekten	 auf	 die	Leber	 maßgeblich	 beteiligt	 ist,	 ist	 wahrscheinlich.	 Denn	 die	 TNF-vermittelte	Eliminierung	infizierter	Hepatozyten	durch	CTL	macht	40%	ihrer	zytotoxischen	Effektorfunktion	aus	(Wohlleber	et	al.,	2012).	Beobachtungen	 von	 erhöhten	 TNF-Serumspiegeln	 in	 viralen	 und	 inflammato-rischen	Lebererkrankungen	sowie	bei	fulminantem	Leberversagen	sprechen	für	pathologische	Effekte	von	TNF	(Streetz	et	al.,	2000;	Tilg	and	Diehl,	2000;	Zhang	et	 al.,	 1993).	 Zwar	 sind	 im	 vorliegenden	 Modell	 nur	 einzelne	 der	 infizierten	Zellen	 von	 der	 TNF-vermittelten	 Apoptose	 betroffen	 (Abbildung	1	D,	 Abbil-
dung	4	B),	doch	kann	Apoptose	einen	proinflammatorischen	Reiz	darstellen	und	so	 im	 Zusammenspiel	 mit	 anderen	 Immuneffektoren	 eine	 deutlich	 stärkere	Leberschädigung	nach	sich	ziehen	(Ando	et	al.,	1994;	Guidotti	and	Chisari,	2006).	Andererseits	 konnte	 gezeigt	 werden,	 dass	 TNF	 zur	 Kontrolle	 von	 LCMV-Infektionen	der	Leber	beiträgt	(Wohlleber	et	al.,	2012)	und	Therapien,	die	TNF	neutralisieren,	 zu	 einer	 Reaktivierung	 von	 HBV	 in	 Patienten	 mit	 chronischer	HBV-Infektion	führen	können	(Chung	et	al.,	2009;	Lan	et	al.,	2011).	Dies	spricht	für	eine	protektive	Rolle	von	TNF,	wobei	allerdings	nicht	zwischen	zytotoxischen	und	nicht-zytotoxischen	Effekten	von	TNF	auf	das	Virus	unterschieden	werden	kann	(Guidotti	et	al.,	1996).		
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Ob	in	die	eine	oder	andere	Richtung,	eine	pharmakologische	Einflussnahme	auf	die	 Apoptose	 virusinfizierter	 Hepatozyten	 stellt	 eine	 vielversprechende	therapeutische	Strategie	dar,	um	virale	Infektionen	der	Leber	zu	bekämpfen	bzw.	akute	Hepatitis	 und	Folgeerkrankungen	 chronischer	 Infektionen	 zu	verhindern	(Guicciardi	 et	 al.,	 2013).	 Die	 molekularen	 Mechanismen	 hinter	 der	 TNF-vermittelten	 viralen	 Hepatitis	 zu	 verstehen	 wird	 bei	 der	 Identifikation	 von	geeigneten	pharmakologischen	Zielmolekülen	helfen.	Erste	 Ansatzpunkte	 hierzu	 liefern	 die	 Daten	 zur	 therapeutischen	 Intervention	mit	 Calciumsignalen	und	der	mitochondrialen	Permeabilitäts-Transition	 (mPT)	
(Abbildung	18):	 Der	 Calciumchelator	 BABTA	 und	 der	 mPT-Inhibitor	 CsA	konnten	die	TNF-vermittelte	virale	Hepatitis	stark	reduzieren.		In	 der	 Viruskontrolle	 nimmt	 die	 TNF-vermittelte	 Apoptose	 infizierter	Hepatozyten	 eine	 besondere	 Rolle	 ein,	 weil	 sie	 unabhängig	 von	 innaten	Immunsignalen	 über	 PRR	 und	 Typ-I	IFN	 ist.	 Darüber	 hinaus	 ist	 keine	 direkte	MHC	I-Antigenpräsentation	 durch	 infizierte	 Hepatozyten	 nötig,	 um	 deren	gezielte	TNF-vermittelte	Tötung	durch	CTL	zu	ermöglichen.	Stattdessen	ist	eine	Kreuzpräsentation	viraler	Antigene	durch	sinusoidale	Endothelzellen	der	Leber	an	die	Virus-spezifischen	CTL	ausreichend	(Wohlleber	et	al.,	2012).	Somit	 könnte	 die	 TNF-vermittelte	 Apoptose	 Immunevasions-Mechanismen	 von	Viren,	 also	 Strategien,	 der	 klassischen	 Immunerkennung	 zu	 entkommen,	umgehen.	 Zu	 diesen	 Strategien	 gehört,	 dass	 Viren	 ihrer	 Erkennung	 durch	 PRR	entgegenwirken	 (Bowie	 and	 Unterholzner,	 2008).	 So	 kann	 ein	 durch	 HCV	kodiertes	 Protein	MAVS	 und	 TRIF	 spalten	 und	 dadurch	 TLR-	 und	 RLR-Signale	hemmen	(Li	et	al.,	2005;	Meylan	et	al.,	2005).	Außerdem	können	HBV	und	HCV	mit	 der	 Typ-I	IFN-Produktion	 oder	 -Signalen	 interferieren	 und	 dadurch	 eine	Hochregulation	 der	 MHC	I-Expression	 in	 infizierten	 Hepatozyten	 verhindern	(Gale	 et	 al.,	 1997;	 Taylor	 et	 al.,	 1999;	 Twu	 et	 al.,	 1988).	 Andere	 Viren	 haben	Strategien	 entwickelt,	 direkt	 in	 die	 MHC	I-Antigenpräsentation	 einzugreifen,	indem	sie	beispielsweise	die	Beladung	der	MHC	I-Moleküle	oder	deren	Transport	an	die	Zelloberfläche	verhindern	(Antoniou	and	Powis,	2008).	Diesen	 Immunevasions-Strategien	 entgeht	 die	 TNF-vermittelte	 Eliminierung	infizierter	Hepatozyten.	
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Allerdings	beeinflussen	HBV	und	HCV	auch	TNFR1-abhängige	Signale	sowohl	im	pro-	als	auch	 im	antiapoptotischen	Sinne	 (Herzer	et	 al.,	 2007;	Yoon	and	Gores,	2002).	 Beispielsweise	 begünstigen	 sie	 einerseits	 die	 protektive	 NFκB-Aktivierung	(Kim	et	al.,	2001;	Marusawa	et	al.,	1999;	Pan	et	al.,	2001).	Anderer-seits	 wurde	 aber	 eine	 Sensibilisierung	 von	 Zellen	 nach	 HCV-Infektion	 oder	Transfektion	 mit	 HBx	 gegen	 TNF-vermittelte	 Apoptose	 beobachtet	 (Su	 and	Schneider,	1997;	Zhu	et	al.,	1998).	Es	ist	deshalb	unsicher,	welche	Relevanz	die	TNF-vermittelte	 Apoptose	 HBV-	 oder	 HCV-infizierter	 Hepatozyten	 hat	 und	welche	 Effekte	 ein	 therapeutisches	 Eingreifen	 hätte.	 In	 dieser	 Hinsicht	 ist	 es	erstrebenswert,	 die	 TNFR1-Signaltransduktion	 in	 HBV-	 und	 HCV-infizierten	Hepatozyten	zu	untersuchen.	
6. Die	 TNF-vermittelte	 virale	 Hepatitis	 als	 experimentelles	
Modell	für	immunvermittelte	Leberschädigung.	Es	existieren	diverse	Modelle	 für	TNF-vermittelte	Leberschädigung,	denen	sehr	unterschiedliche	molekulare	Mechanismen	 zu	 Grunde	 liegen.	 In	 verschiedenen	TNF-abhängigen	 Hepatitis-Modellen,	 in	 denen	 T-Zellen	 und	 Kupfferzellen	unspezifisch	durch	ein	Mitogen	(Concavalin	A)	oder	ein	bakterielles	Toxin	(PEA)	aktiviert	werden,	konnte	eine	Abhängigkeit	von	beiden	TNF-Rezeptoren,	TNFR1	und	TNFR2,	gezeigt	werden	(Schumann	et	al.,	2003).	Die	TNF-vermittelte	virale	Hepatitis	 wird	 jedoch	 allein	 über	 TNFR1	 induziert	 (Abbildung	3).	 Genauso	konnte	 auch	 für	 eine	 Galactosamin	 (GalN)/LPS-induzierte	 Hepatitis	 gezeigt	werden,	dass	eine	Deletion	von	TNFR1	ausreicht,	um	vor	einer	Leberschädigung	zu	 schützen	 (Dejager	 and	 Libert,	 2008).	 Dieser	 deutliche	 mechanistische	Unterschied	zu	den	zuvor	genannten	Modellen	beruht	wahrscheinlich	auf	einer	zellintrinsischen	 Sensibilisierung	 der	 Hepatozyten	 für	 die	 proapoptotischen	TNFR1-Signale	durch	GalN	bzw.	durch	die	virale	 Infektion,	die	bei	den	TNFR2-abhängigen	 Modellen	 fehlt.	 Im	 Bezug	 auf	 die	 Sensibilisierung	 für	 die	 TNFR1-vermittelte	 Apoptose	 unterscheiden	 sich	 die	 GalN/LPS-induzierte	 und	 die	Virus/TNF-induzierte	 Leberschädigung	 jedoch	 grundlegend:	 Während	 GalN	 in	den	Hepatozyten	die	Transkription	inhibiert	(Tiegs	et	al.,	1989)	und	somit	NFκB-abhängige	 antiapoptotische	 Mechanismen	 außer	 Kraft	 setzt,	 erfolgt	 die	
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Sensibilisierung	 durch	 eine	 virale	 Infektion	 unabhängig	 einer	 NFκB-Inhibition	
(Abbildung	5).	Insgesamt	 verdeutlichen	 diese	 Unterschiede	 zwischen	 dem	 Modell	 der	 TNF-vermittelten	 viralen	 Hepatitis	 zu	 anderen	 Modellen	 immunvermittelter	Leberschädigung,	wie	wichtig	es	 ist,	ein	experimentelles	Modell	zu	wählen,	das	der	physiologischen	bzw.	pathologischen	Situation	möglichst	nahe	kommt.	Eine	 virale	 Infektion	 liegt	 vielen	 Lebererkrankungen	 zu	 Grunde.	 Auch	 wenn	hepatotrope	 Viren	 mit	 Überlebens-	 bzw.	 Zelltodsignalwegen	 der	 Wirtszelle	gezielt	 interferieren	(Herzer	et	al.,	2007;	Yoon	and	Gores,	2002)	und	somit	der	verwendete	adenovirale	Vektor	die	pathologische	Situation	nur	stark	vereinfacht	simuliert,	 ist	 dieses	 Modell	 deutlich	 weniger	 artifiziell	 als	 die	 bekannten	Alternativen.	Darüber	hinaus	ist	es	wahrscheinlich,	dass	sich	das	vorliegende	Modell	der	TNF-vermittelten	 viralen	 Hepatitis	 für	 Untersuchungen	 bezüglich	 Medikamenten-induzierter	Leberschädigung	(DILI72)	eignet,	da	in	diesem	Modell	die	Mitochond-rien	 eine	 zentrale	 Rolle	 spielen	 und	 der	 DILI	 häufig	 eine	 mitochondriale	Dysfunktion	zugrunde	liegt	(Begriche	et	al.,	2011).	
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i.v.	 intravenös	IAP	 inhibitor	of	apoptosis	protein	IFN	 Interferon	IFNAR	 IFNα-Rezeptor		IκBα	 NFκB-Inhibitor	α	(engl.:	inhibitor	of	κB	α)	IKK	 engl.:	inhibtor	of	κB	kinase	IL	 Interleukin	IMM	 innere	Mitochondrienmembran	IMS	 Intermembranraum	(engl.:	intermembrane	space)	IP	 Isolations-Puffer	JNK	 engl.:	c-Jun	N-terminal	kinase	JNK	 engl.:	c-Jun	N-terminal	kinase	k	 kilo-	KO	 knock	out	l	 Liter	LAMP	2	 engl.:	lysosomal-associated	membrane	protein	2	LCMV	 Lymphozytäres	Choriomeningitis-Virus		LSEC	 sinusoidalen	Endothelzelle	der	Leber	(engl.:	liver	sinusoidal	endothelial	cell)	LTßR	 Lymphotoxin-ß-Rezeptor	LUBAC	 engl.:linear	ubiquitin	chain	assembly	complex	M	 Molar	m	 milli-	bzw.	Meter	
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MAC	 mitochondrialer	Apoptose-induzierter	Kanal	(engl.:	mitochondrial	apoptosis-induced	channel)	MAM	 Mitochondrien-assoziierte	ER-Membranen	MAPK	 mitogenaktivierte	Proteinkinase	MAVS	 engl.:	mitochondrial	antiviral	signaling	Mcl-1	 engl.:	myeloid	cell	leukemia	1		MDA5	 engl.:	melanoma	differentiation	antigen	5	MHC	 Haupthistokompatibilitätskomplex	(engl.:	major	histocompatibility	complex)	min	 Minute	MLKL	 engl.:	mixed	lineage	kinase	domain-like	MOMP	 engl.:	mitochondrial	outer	membrane	permeabilization	mPT	 engl.:	mitochondrial	permeability	transition	mPTP	 engl.:	mitochondrial	permeability	transition	pore	mRNA	 engl.:	messenger	RNA	mTNF	 membrangebundenes	TNF	bzw.	murines	TNF		MyD88	 engl.:	myeloid	differentiation	primary	response	88	n	 Grupppengröße	bzw.	nano-	NADPH	 Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat	NFκB	 engl.:	nuclear	factor	kappa-light-chain-enhancer	of	activated	B	cells	NIK	 engl.:	NFκB-inducing	kinase	NK	 engl.:	natural	killer	NLRP3	 engl.:	NACHT,	LRR	and	PYD	domains-containing	protein	3	NP40	 Nonident	P-40	Nr.	 Nummer	ns	 nicht	signifikant	OCR	 Sauerstoffverbrauchsrate	(engl.:	oxygen	consumption	rate)	OMM	 äußere	Mitochondrienmembran	(engl.:	outer	mitochondrial	membrane)	OXPHOS	 oxidative	Phosphorylierung	p	i.	 nach	Infektion	(lat.:	post	infectionem)	PAMP	 Pathogen-assoziierte	molekulare	Struktur	(engl.:	pathogen	associated	molecular	pattern)	
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PARP	 engl.:	poly	(ADP-ribose)	polymerase		PBS	 Phosphat-gepufferte	Kochsalzlösung	(engl.:	phosphate	buffered	saline)	PERK	 engl.:	protein	kinase	R-like	endoplasmic	reticulum	kinase	PFA	 Paraformaldehyd	PFU	 engl.:	plaque	forming	unit	pH	 lat.:	potentia	Hydrogenii	PMP70	 engl.:	70	kDa	peroxisomal	membrane	protein	PRR	 Struktur-Erkennungsrezeptor	(engl.:	pattern	recognition	receptor)		qRT-PCR	 quantitativer	reverse	Transkriptase-PCR	rBid	 rekombinantes,	Caspase	8-gespaltenes	Bid	RCD	 regulierter	Zelltod	(engl.:	regulated	cell	death)		RCR	 respiratorischer	Kontroll-Quotient	(engl.:	respiratory	control	ratio)	Rh123	 Rhodamin	123		RIG-I	 engl.:	retinoic	acid	inducible	gene	I	RIPA	 Radioimmunoprezipitations-Assay	RIPK1	 engl.:	receptor	(TNFRSF)-interacting	serine-threonine	kinase	1	RLR	 RIG-I-like	Rezeptor	RNA	 Ribonukleinsäure	(engl.:	ribonucleic	acid)	RNS	 reaktive	Stickstoffspezies	(engl.:	reactive	nitrogen	species)	ROS	 reaktive	Sauerstoffspezies	(engl.:	reactive	oxygen	species)	RT	 Raumtemperatur	s	 Sekunde	SD	 Standardabweichung	(engl.:	standard	deviation)	SEM	 Standardfehler	des	Mittelwerts		(engl.:	standard	error	of	mean)	SMAC	 engl.:	second	mitochondrial	activator	of	caspases	STING	 engl.	stimulator	of	interferon	genes	sTNF	 lösliches	TNF	(engl.:	soluble	TNF)	sXBP1	 gespleißtes	XBP1	T	X-100	 Triton	X-100		tBid	 gespaltenes	Bid	(engl.:	truncated	Bid)	TBST	 Tris-gepufferte	Kochsalzlösung	mit	Tween	(engl.:	Tris	buffered	saline	with	Tween)	
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TCR	 T	Zell-Rezeptor	(engl.:	T	cell	receptor)	TEMED	 Tetramethylethylenediamin	TL1A	 engl.:	TNF-like	ligand	1A	TLR	 Toll-like-Rezeptor	TNF	 Tumornekrosefaktor		TNFR	 Tumornekrosefaktor-Rezeptor	TRADD	 engl.:	TNFR	associated	DD	TRAF2	 engl.:	TNF	recetor-associated	factor	2	TRAIL	 engl.:	TNF-related	apoptosis-inducing	ligand	TRIF	 engl.:	TIR-domain-containing	adapter-inducing	interferon-β	TWEAK	 engl.:	TNF-like	weak	inducer	of	apoptosis	U	 Unit,	internationale	Einheit	der	Enzymaktivität	Upm	 Umdrehungen	pro	Minute	V	 Volt	VDAC	 engl.:	voltage-dependent	anion	channel		XBP1	 engl.:	X-box	binding	protein	1	XIAP	 engl.:	X-linked	inhibitor	of	apoptosis	protein	α	 anti-	µ	 mikro-				
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